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RESUMEN 
 
Con el objetivo de obtener péptidos bioactivos de Lupinus mutabilis (“tarwi”), se 
extrajo las proteínas hidrosolubles y se concentraron por precipitación isoeléctrica. 
Las proteínas fueron hidrolizadas con las enzimas alcalasa y el crudo enzimático 
obtenido de Bacillus sp. a pH 8 y 50 °C a 30, 60 y 90 min. Los hidrolizados H30EA,  
H60EA, H90EA y H30CE, H60CE, H90CE obtenidos se separaron mediante 
electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE). Después, se 
determinó la actividad antioxidante de los hidrolizados proteicos mediante el 
método del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). Los hidrolizados proteicos 
H90EA y H90CE presentaron mayor actividad antioxidante de 10,09  y 5,58 %, y 
un CI50 de 41,38  y 59,80 µg / mL, respectivamente. Los hidrolizados proteicos de 
Lupinus mutabilis  con el crudo enzimático de Bacillus sp. presentan menor 
actividad antioxidante comparado a los obtenidos por alcalasa. 
 
 
Palabras claves: Bacillus sp, Lupinus mutabilis, alcalasa, proteasas, DPPH, 
hidrolizados proteicos, tarwi. 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
In order to obtain bioactive peptides from Lupinus mutabilis (“tarwi”), water-soluble 
proteins were extracted and concentrated by isoelectric precipitation. The proteins 
were hydrolysed by alcalase and crude enzyme from Bacillus sp. to pH 8 and 50 
°C at 30, 60 and 90 min. The H30EA, H60EA, H90EA and H30CE, H60CE, H90CE 
protein hydrolysates were separated by electrophoresis in denaturing 
polyacrylamide gel (SDS-PAGE). Then, the antioxidant activity of the hydrolysates 
obtained was evaluated by the method of radical 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 
(DPPH). The H90EA and H90CE protein hydrolysates showed higher antioxidant 
activity of 10,09 and 5,58% and an IC50 of 41,38 and 59,80 mg / mL, respectively. 
Protein hydrolysates of Lupinus mutabilis with Bacillus sp. crude enzyme had lower 
antioxidant activity than the obtained by alcalase.  
 
 
Keywords: Bacillus sp, Lupinus mutabilis, alcalase, proteases, DPPH, protein 
hydrolysates, tarwi. 
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1 INTRODUCCIÓN 
Los péptidos bioactivos (BAPs) son secuencias de aminoácidos, localizados en el 
interior de la proteína precursora, capaces de ejercer determinada actividad 
biológica después de su liberación mediante la digestión gastrointestinal (GI), 
hidrólisis por microorganismos o enzimas proteolíticas derivadas de 
microorganismos o plantas (1–3). 
 
Los péptidos bioactivos pueden ejercer diversos efectos biológicos sobre los 
sistemas cardiovascular, digestivo, inmunológico y nervioso. Los BAPs pueden 
atravesar el epitelio intestinal y llegar a tejidos periféricos vía circulación sistémica, 
pudiendo presentar funciones a niveles local y sistémico (4). 
 
En la actualidad, las proteínas alimenticias, procedentes de leguminosas se 
investigan no sólo desde el punto de vista nutricional o funcional, sino como 
materia prima para la obtención de péptidos, ya que toda fuente de proteínas 
alimenticias es susceptible de aportar péptidos funcionales. Es así, que varios 
estudios describen el aislamiento, purificación y caracterización de péptidos 
provenientes de leguminosas con diferentes actividades tales como: 
antihipertensiva (5), antioxidante (6), hipocolesterolémica (7,8),  anticancerígena 
(9), inmunomoduladora (10), antiinflamatoria (11) , entre otras. 
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El género Lupinus presenta alto contenido de proteínas, las cuales constituyen 
una fuente potencial de BAPs. Recientemente, se ha descrito que las proteínas de 
Lupinus pueden ser una alternativa a la soya (12).  
 
Lupino mutabilis, “tarwi” o “chocho”, es una leguminosa andina reconocida por su 
elevado contenido de proteínas de 41 a 51 % , mayor a la contenida en la soya 
(13); sin embargo, el grano contiene alcaloides, que limitan su uso directo en la 
alimentación humana y animal. Por lo cual, el presente estudio tiene como objetivo 
obtener péptidos bioactivos de Lupinus mutabilis  con actividad antioxidante, 
mediante hidrólisis con proteasas de Bacillus sp., con el fin de darle un valor 
agregado a ésta leguminosa andina. 
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Objetivo general 
 Obtener péptidos bioactivos de Lupinus mutabilis mediante hidrólisis con 
proteasas de Bacillus sp. 
 
Objetivos específicos 
1) Obtener el aislado proteico a partir de la harina de Lupinus mutabilis. 
2) Estandarizar las condiciones enzimáticas de hidrólisis del crudo 
enzimático de Bacillus sp. sobre las proteínas de Lupinus mutabilis. 
3) Determinar la actividad antioxidante de los hidrolizados proteicos de 
Lupinus mutabilis. 
 
Hipótesis 
 Las semillas de Lupinus mutabilis contienen péptidos bioactivos con 
actividad antioxidante. 
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2  GENERALIDADES 
2.1 Antecedentes de obtención de péptidos bioactivos a partir de 
leguminosas mediante hidrólisis enzimática. 
 
Los péptidos derivados de proteínas alimentarias como las leguminosas o 
fabáceas, han atraído un creciente interés por su bajo peso molecular, alta 
actividad, fácil absorción, y poco o ningún efecto secundario debido a una rápida 
eliminación de la sangre (14).  
Boschin y col (5) obtuvieron péptidos con actividad inhibidora de la enzima 
convertidora de la angiotensina (IECA) mediante digestión con pepsina de 
proteínas del garbanzo (Cicer arietinum), lupino (Lupinus albus), frijol común 
(Phaseolus vulgaris), guisante  (Pisum sativum), soya (Glycine max), y lenteja 
(Lens culinaria). Ellos demostraron que las mezclas de péptidos obtenidos con 
mayor actividad provenían de la digestión de la proteína α + β conglutina del 
lupino. 
Pedroche y col (15), reportaron la misma actividad con proteína de garbanzo  
(Cicer arietinum L.) hidrolizado con alcalasa.  
 
Sirtori y col (16), identificaron péptidos de Lupinus angustifolius con actividad 
hipotensiva e hipocolesterolémica. También, demostraron la capacidad de 
proteína conglutina α, β y δ de liberar péptidos estables luego de procesos 
industriales extremos. 
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Jakubczyk  y col (17), reportaron péptidos con actividad IECA luego de la digestión 
,bajo condiciones gastrointestinales (GI), de productos fermentados obtenidos de 
la fermentación de proteínas de guisantes por  Lactobacillus plantarum.  
 
Korhonen y Pihlanto (18), aislaron péptidos, Ala- Phe- His, con actividad IECA 
mediante la fermentación de soya por Bacillus subtilis. Estudios similares  fueron 
realizados por Hernández y col (19) obteniendo péptidos como Val-Ala-His- Ile- 
Asn- Val- Gly- Lys y Tyr- Val- Trp- Lys con la misma actividad. 
 
El frijol lima (Phaseolus lunatus) también ha sido identificado como una buena 
fuente de péptidos IECA cuando es hidrolizado in vitro con la proteasa alcalasa 
(20). La presencia de altos niveles de aminoácidos hidrofóbicos en la proteína de 
la leguminosa explicaría su potencial para generar péptidos IECA.  
 
Aparte de las propiedades IECA, las leguminosas son también fuentes de péptidos 
con actividad antioxidante. Así, tenemos que la proteína de lupino debido a su 
composición química es una fuente potencial de éstos péptidos (12). 
 
Carrasco y col (6), determinaron péptidos con propiedad antioxidante en derivados 
de proteína de almacenamiento faseolina y lectina  de Phaseolus vulgaris. Estas 
proteínas fueron hidrolizadas por tratamiento con pepsina y pancreatina. De 
acuerdo a los datos de referencia de la FAO/ WHO (21), Phaseolus vulgaris tiene 
un buen contenido de aminoácidos aromáticos Lys, Leu, Ile, Asp y Glu que 
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sugeriría su potencial como fuente de péptidos antioxidantes. Por otra parte, otros 
estudios también han reportado liberación de péptidos bioactivos con capacidad 
antioxidante a través de hidrólisis con alcalasa y flavourzyme (22). 
 
Valdez y col (23), evaluaron los hidrolizados de proteína de tres cultivares de 
frijoles azufrados (amarillo azufre) (Phaseolus vulgaris). Los concentrados 
proteicos fueron digeridos con alcalasa, termolisina y pancreatina. Los péptidos 
obtenidos mostraron una buena capacidad antioxidante con valores de hasta 99% 
de capacidad de captación de radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH).  
 
Yanhong Li y col (24), concluyeron en su estudio que las diversas fracciones 
peptídicas de los hidrolizados de proteína de garbanzo (Cicer arietinum L.) 
fraccionados por filtración en Sephadex G-25 y obtenidos mediante hidrolisis con 
alcalasa exhiben diferentes actividades antioxidantes. Esta actividad se determinó 
usando los ensayos de poder reductor, inhibición de la oxidación del ácido 
linoleico y utilizando el método del radical  DPPH. Ellos demostraron que la mayor 
actividad antioxidante encontrada en la fracción IV, también tenía el más alto 
contenido total de aminoácidos hidrofóbicos e hidrofobicidad comparado con las 
otras tres fracciones.  
 
Durak A y col (25), investigaron la actividad antioxidante y antihipertensiva de 
fracciones de proteína de frejol Adzuki (Vigna angularis). Los péptidos fueron 
obtenidos in vitro por el uso de enzimas hidrolíticas bajo condiciones GI. Los 
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péptidos obtenidos de la fracción globulina mostraron la más alta capacidad de 
quelar  iones de hierro, y los péptidos de la fracción glutelina fueron caracterizados 
como los más efectivos en la quelación de iones de cobre. Además, los péptidos 
de la fracción prolamina presentaron mayor actividad antiradical e inhibidora de la 
ECA (IC50 = 0,17 mg / mL). 
 
Seis péptidos antioxidantes han sido aislados del digerido de β-conglicinina de 
soya usando proteasas de Bacillus sp. (26), y L. plantarum Lp6 con una capacidad 
de capturar el radical DPPH  en un 50,0 a 60,0 % (1).  
 
También, se ha obtenido péptidos antioxidantes de poroto chino  (Vigna radiata L.) 
hidrolizados por proteinasa de Virgibacillus sp. SK37 (VH), alcalasa (AH) y 
neutrasa (NH). Además, la actividad antioxidante de péptidos obtenidos por 
proteasas VH basado en la captación del radical ABTS, poder reductor de hierro y 
quelación de metal,  presentaron actividades similares a los obtenidos por NH 
(27). 
 
Varios estudios han reportado que la actividad antioxidante de hidrolizados de 
proteína y péptidos aislados y preparados de fuentes naturales, en algunos casos 
es similar o mayor que los antioxidantes sintéticos comúnmente utilizados, como 
butilado hidroxitolueno (BHA), butilato hydroxianisol (BHT) y propil galato. Por lo 
tanto, la atención reciente se ha centrado en los antioxidantes de los recursos 
naturales (28). 
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Otra de las actividades también investigadas en la familia fabáceas es la 
hipocolesterolémica, debido a la capacidad que tienen los péptidos de disminuir la 
solubilidad micelar del colesterol en las células epiteliales intestinales pequeñas 
reduciendo el nivel del colesterol. Así, numerosos péptidos han sido identificados 
derivados de la soya con función anticolesterol (29). 
 
Asimismo, se ha identificado algunos péptidos de soya capaces de estimular el 
receptor de transcripción LDL, éstos péptidos son altamente homólogos a algunos 
péptidos estables del lupino. Lo anterior, se fundamenta  teniendo en cuenta que 
la proteína β - conglutina del lupino tiene una alta identidad (del 52,0 al 57,0 %) y 
similitud del 73,0 al 79,0 % con la subnidad α de la β - conglicinina de la proteína 
de soya, uno de los principales componentes hipocolesterolémicos de ésta semilla 
(7,8). 
Un número de  péptidos bioactivos de leguminosas con función moduladora e 
inmune también han sido identificados. Yoshikawa y col (10), han aislado el 
péptido soymetide - 13 (Met- Ile- Thr- Leu- Ala- Ile- Pro- Val- Asn- Lys- Pro- Gly- 
Arg) derivado  de la subunidad α de la β-conglicinina  de soya digerida que                               
estimula la fagocitosis en leucocitos polimorfonuclerares en humanos. El residuo 
de Met del amino terminal fue esencial en esta actividad. El péptido, His- Cys- Gln-
Arg- Pro- Arg aislado de la digestión de glicinina de soya, también muestra 
actividad inmunoestimulante activando la  fagocitosis de neutrófilos en humanos, y 
estimulando el factor de necrosis tumoral (TNF) cuando fue administrado en 
ratones (30). 
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Por otro lado, la soya y otras legumbres tienen un papel en la prevención de 
enfermedades crónicas como el cáncer. Así, se ha reportado que la lunasina, 
péptido de 43 aminoácidos, presenta diversas actividades biológicas, entre las 
cuales se encuentra, la de interrumpir selectivamente la función mitótica en una 
célula “diana”, por lo que resulta un interesante “péptido anticáncer”, el cual ha 
demostrado in vitro gran estabilidad en sus propiedades quimiopreventivas (9). 
 
La proteína λ-conglutina de lupino, una globulina rica en 2S azufre, 
interesantemente tiene cadenas pesadas que muestran una alta secuencia 
homóloga con la lunasina (16). No obstante, Herrera (31), evaluó la presencia de 
lunasina o péptidos similares a ésta en extractos proteínicos de cuatro especies de 
Lupinus: L. albus, L. mutabilis, L. montanus y L. stipulatus. En las especies de 
Lupinus, este péptido no se encontró. Sin embargo, se presentaron en las 
fracciones proteínicas de albuminas, globulinas y, en algunos casos, las glutelinas 
bandas mayores de 5 a 100 kDa que reaccionaron inmunológicamente a los 
anticuerpos monoclonales de lunasina, por lo que podría decirse que son péptidos 
similares a ésta.  
Por lo que se refiere a la función antiinflamatoria, Millán L y col (11), estudiaron 
ésta función en hidrolizados de proteína de lupino (Lupinus angustifolius L.) 
obtenidos por  medio de la hidrólisis con dos proteasas, Izyme AL y alcalasa. La 
potencial capacidad antiinflamatoria se determinó in vitro por las inhibiciones de 
las enzimas fosfolipasa A2 (PLA2), ciclooxigenasa 2 (COX-2), trombina y 
transglutaminasa (TG) involucradas en el proceso inflamatorio. Las actividades 
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inhibitorias más fuertes hacia PLA2 y TG se encontraron en los hidrolizados 
obtenidos por hidrólisis con Izyme y posteriormente con alcalasa, con la inhibición 
de más del 70 %. Todos los hidrolizados probados inhibieron más del 60 % la 
actividad de la COX-2. En ningún caso el porcentaje de inhibición de la actividad 
de la trombina superó el 40,0 % (11). 
 
En definitiva, las proteínas de leguminosas son una valiosa fuente de péptidos y 
proteínas alimenticias con actividad biológica o funcional. Sin embargo, no todas 
las leguminosas han sido explotadas para la salud humana, como es el caso del 
género Lupinus que contiene un número de moléculas bioactivas y compuestos 
funcionales poco estudiados (32), por lo cual  resulta interesante obtener e 
identificar la presencia de péptidos en especies cultivadas que se usan en la 
alimentación peruana. 
 
2. 2   Péptidos bioactivos 
 
Los BAPs son secuencias de aminoácidos inactivas en el interior de la proteína 
precursora. Generalmente, son péptidos de pequeño tamaño, de 3 a 20 
aminoácidos, pero algunos péptidos (lunasina de 43 aminoácidos) tienen cadena 
larga de aminoácidos. La mayoría de los péptidos bioactivos exhiben atributos 
biofuncionales específicos, como lunasina que tiene propiedades contra el cáncer, 
pero se han encontrado algunos péptidos  con propiedades multifuncionales, 
péptidos fosfocaseínicos, péptidos derivados de la leche, que tienen capacidad de 
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unión mineral ,así como efectos citomoduladores e inhiben el crecimiento de 
células cancerosas o estimulan la actividad de las células inmunocompetentes y 
las células intestinales neonatales (1–3). 
 
Mellander (33) fue el primero en describir péptidos bioactivos derivados de los 
alimentos al informar que la ingestión de péptidos fosforilados derivados de la 
caseína  logra potenciar la calcificación independiente de la vitamina D en  
neonatos raquíticos . Desde entonces, se han identificado multitudinarios péptidos 
con diversas bioactividades. Más de 1500 péptidos bioactivos diferentes han sido 
reportados en una base de datos llamada 'Biopep', así como en la base de datos 
BioPD (base de datos de polipéptidos bioactivos) se ha informado más de 1,250 
péptidos con diferente significado funcional (34). 
 
 
Figura 1. Esquema de las posibles diferencias entre los péptidos liberados de 
proteínas precursoras por fermentación y / o la digestión gastrointestinal. 
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Basados en las propiedades estructurales y en la composición y secuencia de sus 
aminoácidos, los BAPs pueden desempeñar diversas funciones, tales como 
antihipertensivos, antioxidantes, hipocolesterolémicos, opiáceos, antimicrobianos, 
antitrombóticos, inmunomoduladores, anticancerígenos, de unión a la calmodulina, 
etc (35). 
 
2.2.1  Actividades biológicas de los péptidos bioactivos 
 
2. 2 .1. 1 Actividad antihipertensiva 
 
La hipertensión es la principal causa de enfermedad en los países industrializados. 
El 35 % de la mortalidad en estos países se debe a esta enfermedad o a alguna  
de sus complicaciones renales, cardiacas o cerebrales. El mecanismo 
antihipertensivo más estudiado como actividad de los péptidos bioactivos es la 
inhibición de la ECA. La ECA es una enzima que cataliza la conversión de la 
angiotensina I (decapéptido) en angiotensina II (octapéptido). La angiotensina II es 
un compuesto de elevada potencia vasoconstrictora. Su acción provoca la 
contracción rápida de las arteriolas y, por tanto, el incremento de la presión 
arterial, ya que estimula la secreción de aldosterona por las glándulas 
suprarrenales, hormona que induce la excreción de potasio y la retención de sodio 
y agua y provoca el incremento del volumen extracelular, y la neutralización de la 
producción de renina. La renina libera el decapéptido angiotensina I del sistema 
renina - angiotensina (Figura 2) (36). 
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 La ECA actúa simultáneamente en el sistema cinina - calicreína catalizando la 
degradación de las bradicininas, compuestos de potente acción vasodilatadora, y 
de esta manera se favorece el incremento de la presión arterial. El incremento de 
la disponibilidad de bradicininas debido a la inhibición de la ECA puede ser 
parcialmente responsable del efecto beneficioso de la inhibición de la ECA sobre 
la presión sanguínea. 
 
 
Figura 2. Sistemas renina - angiotensina y quinina - calicreína. Acción de la 
enzima convertidora de angiotensina (ACE). 
 
La actividad antihipertensiva es la propiedad más estudiada de los péptidos, ya 
que existe un gran interés por su efectividad en disminuir los niveles de presión 
sanguínea (37). 
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Algunos autores han encontrado que, en productos fermentados, péptidos con 
actividad inhibitoria de la ECA podrían, también, presentar actividad antioxidante, 
sugiriendo la presencia de actividad multifuncional en estos compuestos (38–42).  
 
Desde una base de datos que contiene 168 dipéptidos y tripéptidos, Wu y col (43) 
identificaron que los residuos de aminoácidos con cadenas laterales voluminosas 
o hidrófobicos se prefieren para dipéptidos IECA . Para tripéptidos, los residuos 
más favorables para el extremo carboxilo son aminoácidos aromáticos, mientras 
que se prefieren los aminoácidos cargados positivamente para la posición central, 
y los aminoácidos hidrofóbicos para el extremo amino. En la actualidad, muchos 
inhibidores de la ECA han sido descubiertos a partir de hidrólisis catalizada 
enzimáticamente en proteínas procedentes de fuentes animales incluyendo 
caseína bovina, caseína y proteínas de pescado, y también a partir de fuentes 
vegetales tales como digeridos enzimáticos de algunas proteínas de 
almacenamiento de semillas. 
 
2. 2 .1. 2 Actividad antioxidante 
 
El mecanismo exacto de la actividad antioxidante de los péptidos  no se ha 
entendido totalmente. Diversos estudios han mostrado que los péptidos 
antioxidantes son inhibidores de la peroxidación de lípidos, captores de radicales 
libres y quelantes de iones metálicos de transición. Además, se ha reportado que 
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éstos péptidos mantienen las células a salvo de daños por ROS (Especies 
reactivas de oxigeno) a través de la inducción de genes (Figura 3) (43). 
 
Figura 3. Daño a las moléculas biológicas por especies reactivas de oxígeno que 
conducen a un mayor riesgo de enfermedades. 
Las propiedades antioxidantes de los péptidos están más relacionadas con su 
composición, estructura e hidrofobicidad. La Tyr, Trp, Met, Lys, Cys, son ejemplos 
de aminoácidos que causan la actividad antioxidante. Los aminoácidos con 
residuos aromáticos pueden donar protones de electrones a los radicales 
deficientes. Esta propiedad mejora las propiedades captadoras de radicales de los 
residuos de aminoácidos. Se propone que la actividad antioxidante de péptidos 
que contienen His está en relación con el donante de hidrógeno, captura de 
radicales peroxilo de lípidos y / o con la capacidad quelante de  iones metales del 
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grupo imidazol. Asimismo, el grupo SH de la cisteína tiene una acción antioxidante 
independientemente crucial debido a su interacción directa con los radicales  (35).  
 
Sin embargo, algunos péptidos antioxidantes no contienen cualquiera de los 
residuos de aminoácidos donadores de protones antes mencionados. Por ejemplo, 
se ha informado que Gln- Gly- Ala- Arg- Leu y Glu tienen un papel importante en la 
eliminación de radicales. Sin embargo, se necesita investigaciones adicionales 
para aclarar la relación estructura / función de los péptidos antioxidantes. 
 
Por otro lado, las actividades antioxidantes, así como las biológicas pueden ser 
afectadas por las condiciones operacionales aplicadas a los aislados proteicos, 
grado de hidrólisis, tipo de proteasa (44,45), estructura del péptido (46), 
concentración de péptidos (47) y peso molecular (48). Sin embargo, se ha 
postulado que la actividad antioxidante total debe atribuirse a los efectos de 
integración de estas acciones en lugar de  las acciones individuales de péptidos 
(49). 
 
El estudio de péptidos antioxidantes presentes en alimentos ha sido un reto en los 
últimos años, habiéndose identificado numerosos péptidos que presentan 
actividad antioxidante en diferentes alimentos (44,50–52). En estos trabajos se 
encontró que, las fracciones peptídicas y/o los hidrolizados proteicos tienen una 
mayor  actividad antioxidante que las proteínas intactas o la mezcla de 
aminóacidos, sugiriendo que los péptidos juegan un papel en la acción 
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antioxidante que las proteínas que los contienen (53). Por otra parte, los péptidos 
antioxidantes  extraídos de fuentes alimentarias normalmente contienen entre 2 a 
20 aminoácidos y  muestran pesos moleculares de 500 a 1800 Da (54,55). 
 
2. 2.1. 3 Actividad hipocolesterolémica 
 
La hiperlipidemia, en especial la hipercolesterolemia, es uno de los más 
importantes factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de enfermedades 
cardiovasculares. El efecto hipocolesterolemiante de los péptidos bioactivos se 
atribuye a dos acciones de los mismos: 
 • Los péptidos bioactivos inhiben la absorción del colesterol, posiblemente debido 
a la represión de la solubilidad micelar del colesterol. 
 • Algunos péptidos pueden incrementar la concentración o el número de los 
receptores LDL, que están crónicamente suprimidos por la hipercolesterolemia o 
administración de colesterol de la dieta (56–58). 
Estudios del  efecto hipocolesterolémico de péptidos de soya han resultado en la 
hipótesis que un péptido con alta capacidad de unión  al ácido biliar puede inhibir 
la reabsorción de la bilis en el íleon y estimular la transformación del colesterol en 
ácidos biliares en el plasma e hígado, y por lo tanto bajar los niveles de colesterol 
en sangre (59) (Figura 4). 
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Figura 4. Acción hipocolesterolemiante de péptidos de unión al ácido biliar. 
 
2. 2.1. 4 Actividad opiácea 
 
Los péptidos con actividad opiácea, también llamados exorfinas, se definen como 
péptidos que presentan afinidad por receptores opiáceos y actúan, mediante la 
unión a receptores, como moduladores exógenos de la motilidad intestinal, de la 
permeabilidad epitelial y de la liberación de hormonas. Estos péptidos han sido 
aislados de proteínas de alimentos (péptidos opioides exógenos) (60). Los 
péptidos opioides más estudiados son los derivados de proteínas lácteas 
(caseínas) (61). En las β-casomorfinas derivadas de la leche se ha determinado 
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que pueden participar en la regulación del apetito, modificando la actividad 
endocrina del páncreas para aumentar la producción de insulina (62).  
 
Los péptidos opioides son importantes para el cuerpo humano. Una de las razones 
es la estabilidad de éstos hacia la degradación enzimática porque se liberan 
después de la acción enzimática intestinal en comparación con los péptidos 
opioides endógenos susceptibles. Otra ventaja es que éstos péptidos por lo 
general poseen una actividad más débil que los endógenos, causando menos 
efectos secundarios adversos asociados a menudo con opioides endógenos como 
dependencia, tolerancia y adicción. Estructuralmente, ambos péptidos opioides 
exógenos y endógenos varían en la secuencia N-terminal. Los péptidos 
endógenos tienen la misma secuencia N-terminal de Gly- Gly- Phe, mientras que 
se han encontrado que varios péptidos opioides exógenos tienen un residuo Tyr 
en el  amino terminal (por ejemplo, Tyr- X- Phe, Tyr- X1- X2- Phe) (63). 
 
2. 2.1. 5 Actividad antimicrobiana 
 
Los péptidos con propiedades antimicrobianas han sido identificados en una 
amplia variedad de fuentes, tanto microbianas, animales y vegetales. El modo de 
acción y efectividad de estos péptidos biológicamente activos como agentes 
antimicrobianos, varían de acuerdo a sus características estructurales, tamaño, 
composición de aminoácidos, carga, hidrofobicidad y estructura secundaria.  
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Un ejemplo de los péptidos antimicrobianos más estudiados son los derivados de 
la lactotransferrina y la ovotransferrina presentes en la leche y también en el 
huevo. Éstos péptidos poseen actividad antibacteriana frente a gran variedad de 
microorganismos entre los que se incluyen Staphylococcus spp y Streptococcus 
pyogenes (64). Esta actividad puede ser ejercida al menos mediante tres 
mecanismos distintos: 
• Secuestrando el hierro e impidiendo su utilización por las bacterias. 
• Producen alteraciones en la pared bacteriana.  
• Estimulan la fagocitosis por macrófagos y monocitos.  
Además, los péptidos bioactivos ejercen un efecto inhibidor sobre los 
microorganismos mediante la interacción con los componentes intracelulares 
aniónicos como el ADN y el ARN, lo que inhibe la síntesis de proteínas y la 
división celular de los microorganismos. Por otra parte, algunos péptidos están 
involucrados en la activación autolítica en los microorganismos diana (65).  
 
2. 2.1. 6 Actividad antitrombótica 
 
La agregación plaquetaria es un paso crítico en la formación de trombos y está 
mediada por el enlace del fibrinógeno y su receptor, la glucoproteína GPIIb / IIIa 
de la membrana de las plaquetas, la cual involucra el reconocimiento de la 
secuencia Arg-Gli-Asp (RGD) del fibrinógeno. Es concebible, por lo tanto, que los 
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péptidos que contienen la secuencia RGD puedan ser capaces de antagonizar el 
acoplamiento del fibrinógeno a la GPIIb / IIIa, inhibiendo la agregación de 
plaquetas. En la secuencia RGD, una unidad catiónica, en este caso el grupo 
guanidino de la cadena lateral de la Arg y la estructura del ácido  β-carboxílico de 
la Asp, es requerida para la actividad inhibitoria (66).  
Por lo anterior, los péptidos que son antagonistas del fibrinógeno y se fijan a GPIIb 
/ IIa son útiles en la prevención de la trombosis y en los regímenes de tratamiento 
pos-angioplastia o pos-trombolíticos.  
 
2. 2.1. 7 Actividad inmunomoduladora 
 
La asociación entre la nutrición y la inmunidad es un hecho reconocido desde 
hace tiempo. Existen estudios que demuestran que péptidos bioactivos derivados 
de diferentes fuentes de proteínas ejercen efectos inmunomoduladores in vitro e in 
vivo. Sin embargo, la mayoría de los estudios se centran en la evaluación del 
efecto de los péptidos e hidrolizados de proteínas específicas en el sistema 
inmunológico y sólo un número limitado de investigaciones examinan su impacto 
en la inmunidad inespecífica (innata). 
 
Los péptidos bioactivos con propiedades inmunomoduladoras más estudiados son 
también aquellos que proceden de la leche y los productos lácteos (4). Los efectos 
de estos péptidos se han comprobado tras la administración intravenosa de los 
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mismos, pero no existen en la actualidad estudios concluyentes sobre los efectos 
inmunomoduladores ejercidos tras su ingestión. 
 
2. 2.1. 8 Actividad anticancerígena 
 
Las proteínas, péptidos y aminoácidos han sido implicados en la prevención de 
distintos tipos de cáncer. Martínez - Augustin y Martínez de Victoria (61) explican 
que el modo de acción de estos péptidos sobre las células es muy variado de un 
tipo a otro y en muchos casos, no se ha descubierto como es su mecanismo de 
acción en cuanto a la prevención y cura del cáncer.  
Algunos péptidos eliminan compuestos mutagénicos (glutatión transferasas y 
glutatión peroxidasas), potencian la respuesta inmune (lactoferrina), mientras que 
otros evitan que las células cancerosas absorban los compuestos necesarios para 
su proliferación (inhibidor de proteasas Bowman - Birk) y evitan la acetilación de 
las histonas (lunasina), encontrándose estos dos últimos en proteínas de soya 
(67). 
 
2. 2.1. 9 Actividad de unión a la calmodulina 
 
La calmodulina (CaM) es una proteína soluble importante en los seres humanos 
que se unen con Ca2+ y regula la actividad de muchas enzimas celulares, 
incluyendo la adenililciclasa, fosfodiesterasa nucleótido cíclico, Ca2+ -Mg2+ 
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ATPasa, calcinurina, sintasa de óxido nítrico, y muchas proteínas quinasas. 
Mediante la regulación éstas enzimas actúan en la CaM como regulador 
dependiente de Ca2+ en el metabolismo de nucleótidos cíclicos, transporte de 
Ca2+, fosforilación - desfosforilación de proteínas de cascadas, transporte de 
iones, función del citoesqueleto y la proliferación celular. La actividad excesiva de 
las enzimas dependientes de CaM tales como la proteína quinasa II, conduce al 
aumento de la fosforilación de proteínas relacionadas con diversas enfermedades 
crónicas patogénicas. Por tanto, cualquier compuesto capaz de reducir la actividad 
de la CaM puede inhibir éstas reacciones y suprimir la progresión de la 
enfermedad (68). 
Desde que la CaM está cargada negativamente con una superficie hidrofóbica 
expuesta en su sitio activo, los péptidos que tienen aminoácidos básicos que dan 
carga neta positiva básica o péptidos con superficies hidrofóbicas, tienen el 
potencial de inhibir la CaM. 
 
2. 3 Obtención de péptidos bioactivos a partir de  hidrólisis enzimática 
 
Los péptidos bioactivos pueden ser generados de la proteína precursora de 
múltiples maneras, que incluyen: (a) Digestión gastrointestinal in vivo, (b) Hidrólisis 
in vitro por acción de enzimas digestivas, proteolíticas u otras enzimas derivadas 
de microorganismos o plantas y (c) Fermentación microbiana. Sin embargo, la 
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hidrólisis enzimática es el método más efectivo, común y confiable para obtener 
péptidos bioactivos (69,70).  
 
Muchos de los péptidos bioactivos conocidos han sido producidos usando enzimas 
gastrointestinales, usualmente pepsina y tripsina (71). Otras enzimas digestivas y 
diferentes combinaciones de proteasas, incluyendo quimotripcina, pancreatina y 
pepsina, así como enzimas de fuentes microbianas han sido también utilizadas 
para generar péptidos bioactivos de varias proteínas (72–74). 
 
El uso de proteasas de grado alimenticio derivado de fuentes microbianas 
disponibles comercialmente (tales como alcalasa, flavourzyma, neutrasa, etc) para 
hidrolizar proteínas de los alimentos es ventajoso ya que éstas enzimas son de 
bajo costo y seguras, y los rendimientos de producto son muy altos  (75,76).   
 
En la hidrólisis enzimática un conjunto de etapas transcurre en serie, dando 
péptidos de tamaño decreciente: Proteínas → proteosas → peptonas → péptidos 
→ aminoácidos. Se trata de un conjunto de reacciones simultáneas de ruptura de 
enlaces, con distintas especies cargadas en equilibrio (77). Se propone un 
proceso de hidrólisis constituido por tres reacciones consecutivas (ecuación 1). 
Primero, la formación de un complejo enzima- proteína, después la ruptura del 
enlace amídico liberando un péptido, finalmente el péptido restante se separa de 
la enzima después de un ataque nucleofílico de una molécula de agua. El proceso 
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puede iniciarse nuevamente sobre los dos nuevos péptidos o sobre uno de ellos 
(78). 
 
 
La  hidrólisis enzimática de las proteínas depende de varios factores 
fisicoquímicos. La selección de la enzima hidrolítica apropiada o mezcla óptima de 
enzimas es vital para obtener resultados previstos. Después de la selección de las 
enzimas, diversas condiciones de proceso se pueden emplear con el fin de 
obtener la máxima recuperación de componentes activos. Hay varios factores que 
influyen directamente en el efecto de las enzimas en la degradación: 
 
La combinación de tiempo y temperatura de incubación del tratamiento enzimático, 
es  posiblemente uno de los factores más importantes a considerar. En el caso de 
las reacciones enzimáticas, muchas enzimas se desnaturalizan por altas 
temperaturas. Además, el pH influye en la velocidad de reacción de la enzima. El 
valor de pH óptimo es el punto donde la enzima es más. Por lo tanto, para realizar 
la actividad enzimática en el nivel máximo, la temperatura y el pH deben ajustarse 
a sus condiciones óptimas. 
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La hidrólisis enzimática ofrece indudables ventajas, como la no existencia de 
procesos de degradación del sustrato ya que las enzimas son selectivas para un 
tipo de enlace, los valores de pH y temperatura son moderados (pH están 
comprendidos entre 5 a 10 y las temperatura entre 40 a 60 ºC), se mantiene o 
mejora el valor nutritivo de la proteína. Por otro lado, la ventaja adicional de la 
hidrólisis enzimática es la disminución de alérgenos. 
 
               2. 3 .1.  Enzimas proteolíticas 
 
Las proteasas pueden ser clasificadas de diferentes maneras: (a) Según su 
origen: animal, vegetal, bacteriano o fúngico, (b) Por su modo de acción: catalítica, 
endo o exo-proteasas, las endoproteasas hidrolizan enlaces amídicos dentro de la 
cadena de la proteína y las exoproteasas, eliminan aminoácidos terminales de las 
proteínas o péptidos, (c) En base a su residuo catalítico: serin-, metalo-, cistein-, o 
aspartato- proteinasas, la naturaleza del centro catalítico de las proteasas difiere 
de acuerdo con los aminoácidos y otros ligandos que intervienen en la formación 
del complejo enzima - sustrato (79). La tabla 1 muestra algunas proteasas 
disponibles comercialmente de grado alimenticio (78). 
 
 
 
 
 
Obtención de péptidos bioactivos de Lupinus mutabilis ("tarwi") mediante proteasas de Bacillus sp. 
 
 
 
Jackelyn Elena Borja Lozano                                             27    UNMSM-Facultad  de 
Farmacia y Bioquímica 
Tabla 1. Proteasas disponibles comercialmente de grado alimenticio. 
Tipo de 
proteasa 
Nombre Fuente 
Temp. 
(°C) 
Intervalo 
de pH 
Sitio de 
acción 
catalítica 
S
e
ri
n
p
ro
te
a
s
a
 
A
n
im
a
l 
Tripsina 
Porcino, bovino 
30 - 60 7 - 9 
*Lis ( o Arg)--
- 
Quimiotripsina 45 - 55 8 - 9 
*Trp (o Tir, 
Fe, Leu)--- 
Elastasa  6 - 8 * Ala--- 
B
a
c
te
ri
a
n
a
 
Subtilisina 
Carlsberg. 
Alcalasa 
B. licheniformis 50 - 60 6 - 10 
*AAhf--- 
Subst. BPN. 
B. amyloliquefaciens 40 - 55 6 - 10 
Substilisina Novo 
C
is
te
in
p
ro
te
a
s
a
 
P
la
n
ta
s
 
Papaina Papaya 40 - 75 5 - 8 
*Fe (o Val, 
Leu)- 
AAhf 
Bromelina Piña 20 - 65 5 - 8 
Ficina Látex de Higo  5 - 8 
A
s
p
a
rt
a
to
 
p
ro
te
a
s
a
s
 
A
n
im
a
l 
Pepsina Porcino, bovino  1 - 4 *Fe (o Tir, 
Leu)*. Trp ( O 
Fe, Tir) 
Quimosina Becerro  4 - 6 
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F
ú
n
g
ic
a
 
Aspergilo- 
peptidasa A 
Aspergillus saitori 35 - 50 2 - 5 
Glu, Asp, Leu 
*--- 
Newlasa Rhizopus sp. 40 - 50 3 - 6 
Similar a la 
pepsina 
M
e
ta
lo
p
ro
te
a
s
a
s
 
A
n
im
a
l Carboxipeptiasa 
A 
Páncreas  7 - 8 
*Carbonilo 
del AA 
terminal del 
péptido, 
excepto Pro, 
Arq, Lis 
B
a
c
te
ri
a
n
a
 Neutrasa B. amyloliquefaciens 
40 - 55 
6 - 7.5 
-Fe, Leu, 
Val*--- 
Termosilina B. thermoproteolyticus 7 - 9 
-LLe, Leu, 
Val, Fe*--- 
* Indica sitio de acción de la proteasa sobre el sustrato. 
AAhf Indica AAs hidrofóbicos 
 
Las enzimas proteolíticas más importantes en la industria son las serinproteasas, 
que se dividen en dos tipos principales: las proteasas con actividad catalítica 
similar a la de la quimotripsina, y las de actividad catalítica tipo subtilisina. En 
ambos casos, las serinproteasas actúan mediante un ataque nucleofílico formando 
un complejo acil - enzima y una posterior ruptura del complejo, liberando los 
productos de reacción y la enzima libre, (Figura 5) (80). 
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Figura 5. Reacción de hidrólisis enzimática de proteínas por serinproteasas. (A) 
Ataque nucleofílico. (B) Complejo acil – enzima. (C) Ruptura del complejo. 
 
La especificidad de la enzima afecta el tamaño, la cantidad, y composición de 
péptidos y aminoácidos libres, así como su secuencia de aminoácidos (81). Peña 
y Xiong (45), reportaron que el uso de diferentes enzimas resulta en la formación 
de una mezcla de péptidos con diferentes GH y en consecuencia diferentes 
rangos de actividad biológica. 
 
2.3.1.1  Proteasas bacterianas 
 
Las proteasas alcalinas bacterianas, como las de género Bacillus sp se 
caracterizan por su alta actividad a pH alcalino, por ejemplo, pH 9, y su amplia 
especificidad de sustrato. Su temperatura óptima es de aproximadamente 50 °C. 
Estas propiedades de proteasas alcalinas bacterianas  las  hacen adecuados para 
su uso a nivel industrial (79). 
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Las enzimas del género Bacillus sp tienen una amplia especificidad, hidrolizando 
la mayoría de los enlaces peptídicos, preferentemente aquellos que contienen 
residuos de aminoácidos aromáticos e hidrofóbicos (81).  Por lo cual, tienen una 
amplia aplicación en la hidrólisis de proteínas, para la obtención de péptidos con 
propiedades biológicas. 
 
2. 4 Prospectiva de los péptidos bioactivos 
 
El uso de péptidos bioactivos como potenciales agentes terapéuticos tiene como 
grandes ventajas su alta especificidad y su gran actividad. Esto implica que en 
general tienen poca toxicidad y efectos secundarios, y que se administran en 
pequeñas dosis, reduciendo así las cantidades de producto a sintetizar a escala 
industrial. Asimismo, no se acumulan en el organismo, ya que poseen una vida 
media relativamente corta. 
 
Sin duda, el campo de los péptidos bioactivos es altamente prometedor en el área 
de los alimentos funcionales. Consumidores, industriales y científicos, ven la 
posibilidad de mejorar la salud o prevenir enfermedades mediante una 
alimentación más saludable; la oportunidad de ampliar su mercado y diversificar 
su oferta con la opción de productos elaborados con un alto valor añadido; así 
como la oportunidad de encontrar nuevas fuentes que sirvan como materia prima 
para la generación de estas fracciones proteínicas (2). 
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Cabe mencionar que diversas empresas se están dando la tarea de incluir en sus 
productos diversos componentes bioactivos entre ellos se encuentra la compañía 
Valio Ltd. de Finlandia, donde se desarrolló un producto a base de leche 
fermentada la cual contiene péptidos bioactivos,  Evolus ® , y presenta un efecto 
benéfico sobre la presión sanguínea ya que contiene muy poco sodio (2). En todos 
los casos la acción antihipertensiva se ha debido a la presencia de los tripéptidos 
formados por Val- Pro- Pro (VPP) y Ile- Pro- Pro (IPP), los cuales purificados o 
como componentes de los productos hidrolizados han demostrado su efectividad 
para bajar la presión arterial en humanos después de entre 2 a 7 semanas de 
consumir el producto. 
 
Algunos péptidos bioactivos son ampliamente utilizados en el diseño de 
medicamentos, por ejemplo: la industria del cuidado e higiene dental ha aplicado 
en sus productos los caseinofosfopéptidos con el objetivo de que estos productos 
tengan un efecto anticariogénico (82). La identificación de péptidos 
antimicrobianos, vislumbra un amplio y promisorio campo de acción e 
investigación que podría llevar al reconocimiento, entendimiento y aplicación de 
estas moléculas en el campo clínico para el futuro tratamiento de múltiples 
enfermedades de la piel y otros órganos. 
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2. 2  Leguminosas 
 
Las fabáceas (Fabaceae) o leguminosas son una familia de árboles, arbustos y 
hierbas perennes o anuales, el fruto, llamado legumbre, es el elemento que mejor 
caracteriza a las leguminosas. Las fabáceas es una de las mayores familias de  
plantas con flores con 18,000 especies clasificadas en alrededor de 650 géneros. 
Esto es poco menos de una doceava parte de todas las plantas con flores 
conocidas.  
 
Las leguminosas constituyen un grupo muy diverso de plantas con distribución 
mundial, muchos de ellas cultivadas, desde leguminosas alimenticias (Vicia, Lens, 
Cicer, Pisum, Lathyrus, Phaseolus, Vigna, Glycine, Dolichos, Lupinus, Arachis, 
etc.), forrajeras (Vicia, Medicago, Melilotus, Trifolium, etc.), industriales (Indigofera, 
Astragalus, Sarothamnus, Crotalaria, Trigonella, etc.), forestales (Acacia, Mimosa, 
Prosopis, Piptadenia, Robinia, Myrocarpus, Holocalyx, Peltophorum, etc.) y 
ornamentales (Lathyrus, Wisteria, Lupinus, Sutherlandia, Erythrina, Albizzia, 
Cassia, Mimosa, Tipuana, etc.) (83). La tabla 2 reporta la lista de cultivos de 
leguminosas, según la clasificación de la FAO (84). 
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Tabla 2. Lista de las principales legumbres comestibles  y su producción. 
Semillas de leguminosas           
(leguminosas de grano) 
Nombre científico 
Producción 
mundial, t ×10−3 
Frijoles secos  1162 
Frijol riñon, judía, pinto y navy 
Frijol lima y mantecoso 
Frijol adzuki  
Frijol mungo, grano de oro, grano verde 
Grano Negro 
Frijol corredor escarlata 
Frijol arroz 
Frijol polilla 
Frijol tepary 
Phaseolus vulgaris 
Vigna lunatus 
Vigna angularis 
Vigna radiata 
Vigna mungo 
Phaseolus coccineus 
Vigna umbellata 
Vigna acontifolia 
Phaseolus acutifolius 
 
Habas secas  Vicia faba 255 
Guisantes secos  Pisum spp. 892 
Garbanzo Cicer arietinum 478 
Caupí  seco Vigna unguiculata 350 
Lenteja Lens culinaris 199 
Lupinus Lupinus spp. 45 
Soya Glycine max 6209 
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El valor nutricional de las leguminosas se relaciona a su alto contenido de 
proteínas, minerales, vitaminas, entre otros constituyentes (85,86). El porcentaje 
de proteínas en las legumbres van desde 20,0 % en los guisantes (Pisum sativum 
L.) y frijol (Phaseolus spp.), hasta el 40,0 % en la soya (Glycine max L.) Merr.) y 
lupino (Lupinus spp.). El  garbanzo (Cicer arietinum) contiene similar porcentaje de 
proteína que el frijol (Tabla 3) (87). 
 
Tabla 3. Contenido de proteínas de los principales cereales, 
legumbres, semillas oleaginosas y fuentes vegetales. 
Fuente Proteína (%) 
Soya 35 - 40 
Frijol 20 - 30 
Garbanzo 20 - 25 
Lupino 40 - 55 
Trigo (Harina) 8 - 15 
Arroz 7 - 9 
Maíz 9 - 12 
Cebada (descascarado) 8 - 15 
Sorghum 9 - 17 
 
No obstante, todas las legumbres son relativamente bajos en aminoácidos 
azufrados como metionina, cisteína y triptófano, pero las cantidades de otros 
aminoácidos esenciales, como lisina, son mucho mayores que en los granos de 
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cereales. Las excepciones son las proteínas de soya y canola que tienen 
composiciones de aminoácidos equilibrados (Tabla 4) (87) . 
 
Tabla 4. Composición de aminoácidos (mg / g proteína) de proteínas vegetales de 
diferentes semillas de cereales, leguminosas y oleaginosas. 
  
Contenido de aminoácidos (mg / g proteína) 
Semillas 
T
ri
g
o
 
C
e
b
a
d
a
 
M
a
íz
 
A
rr
o
z
 
S
o
rg
o
 
S
o
y
a
 
L
u
p
in
o
 
F
re
jo
l 
G
a
rb
a
n
z
o
 
C
a
n
o
la
 
Arginina 48 50 43 79 34 73 98 102 98 58 
Histidina 24 22 28 24 22 26 27 25 28 31 
Isoleucina 34 38 38 44 41 46 45 46 46 23 
Leucina 69 71 128 86 138 79 74 73 78 71 
Lisina 30 37 27 38 21 65 55 81 71 56 
Metionina 16 18 20 22 14 13 8 10 11 21 
Cistina 26 24 16 16 16 13 14 12 12 24 
Fenilalanina 47 54 50 50 51 50 38 49 60 38 
Tirosina 31 33 39 33 28 32 37 29 31 32 
Treonina 30 35 37 34 31 39 38 44 39 44 
Triptofano 11 16 7 27 13 13 10 10 9 13 
Valina 46 53 50 60 52 49 42 51 47 55 
Alanina* 37 42 77 59 87 43 37 44 45 44 
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Ácido 
aspártico* 
51 60 64 99 65 119 113 118 121 73 
Ácido 
glutámico* 
309 249 194 199 219 190 227 174 165 181 
Glicina* 41 41 38 45 31 42 43 44 42 49 
Prolina* 103 115 92 49 84 56 42 42 44 60 
Serina* 48 43 51 48 43 52 52 47 53 40 
*,aa no esenciales 
 
2. 5. 1 Proteínas de las semillas de leguminosas 
 
Las semillas de leguminosas, denominadas legumbres,  acumulan grandes 
cantidades de proteínas que se almacenan en orgánulos unidos a la membrana, 
vacuolas de almacenamiento o cuerpos proteicos, células del parénquima de 
cotiledones, y se someten a la proteólisis en la germinación, proporcionando así 
aminoácidos libres. Las semillas de las leguminosas contienen varias proteínas 
comparativamente menores, incluyendo inhibidores de la proteasa y amilasa, 
lectinas, proteínas de defensa de la lipoxigenasa, y otros, que son relevantes para 
la calidad nutricional / funcional de la semilla (88). 
 
Las proteínas en las legumbres representan el 20,0 % (peso seco) en guisantes y 
frijoles y hasta 38,0 a 40,0 % en soya y lupino. De ahí que las legumbres, son los 
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alimentos más ricos en proteínas y péptidos con actividad biológica o funcional 
(89). 
 
Tradicionalmente, las proteínas de almacenamiento de las legumbres son 
clasificadas por Osborne (90) en base a sus propiedades de solubilidad: albuminas 
,son solubles en agua y coagulable por calor; globulinas son insolubles en agua 
pero solubles en soluciones salinas; las prolaminas son insolubles en agua o 
soluciones salinas, pero extraíbles en soluciones de alcohol acuoso concentrado 
(es decir, 60,0 a 70,0 % v / v) , y las glutelinas no son solubles en soluciones 
neutras acuosas, solución salina o alcohol, pero pueden ser extraíbles en ácido 
acuoso diluido o soluciones alcalinas. Las glutelinas son encontradas 
principalmente en granos de cereales como trigo, arroz y maíz.  
 
El contenido de proteínas de cada clase y tamaño molecular puede variar 
considerablemente dependiendo de la fuente de procedencia ( vegetal o animal) 
(Tabla 5) (87). 
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Tabla 5. Distribución aproximada de las diferentes clases de proteínas  en las 
leguminosas de acuerdo a la clasificación de Osborne. 
Leguminosa 
 
 
Albuminas 
(%) 
Globulinas 
(%) 
Prolaminas 
(%) 
Glutelinas 
(%) 
Soya   90   
Frijol  15-25 50- 60   
Garbanzo  8-12 53- 60 3- 7 19- 25 
Lupino  25 75   
-, información no determinada 
 
A continuación, se describirá los dos principales grupos de proteínas presentes en 
las leguminosas: 
 
Globulinas 
 
Las globulinas son la mayor fuente proteína en las semillas de leguminosas 
incluyendo  soya, frijol y lupino. En comparación a las albuminas, las globulinas 
contienen bajos niveles de  aminoácidos azufrados. 
 
En la soya, existen dos tipos de globulinas: glicinina y conglicinina, con 
coeficientes de sedimentación de alrededor  11S y 7S, respectivamente. La 11S 
glicinina es la mayor proteína en la soya. Las globulinas del frijol comprenden tres 
grandes grupos distintos; conocidos como legumina (11S), vicilina (7S) y 
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convicilina (7S) (60). Similar a las globulinas del frijol, los tres mayores grupos 
también están presentes en los lupinos. Estos son la α-conglutina (11S) que 
constituye un tercio de las globulinas totales; β-conglutina (7S) presente en 
cantidades hasta aproximadamente 45,0 % y δ conglutina que es una proteína 7S 
menor de aproximadamente el 5,0% de las proteínas totales (32,91).  
 
Las globulinas se clasifican generalmente como proteínas 11S y 7S de acuerdo a 
sus coeficientes de sedimentación: 
 
El modelo estructural ampliamente aceptado de proteínas 11S se basa en la 
propuesta de Vicia faba (Tabla 6). En este modelo seis monómeros están 
dispuestos en una estructura compacta antiprisma trigonal, que es necesaria para 
el empaquetamiento denso de las moléculas en el medio escaso de agua de los 
cuerpos proteicos. La unidad monomérica de prácticamente todas las leguminas 
como globulinas consiste de una cadena polipeptídica ácida (que varían en 
tamaño de 25.000 a 50.000 daltons con disulfuro unido a una cadena de base 
(generalmente alrededor de 20.000), también llamado α y β subunidades, 
respectivamente. Por otra parte, las globulinas 7S o proteínas como vicilina son 
proteínas oligoméricas (generalmente trímeros) más heterogéneas que las 
proteínas como legumina, debido a una glicosilación desigual de sus subunidades.  
 
En conjunto, las proteínas 7S muestran un equilibrio de asociación y disociación 
dependiente del pH y la fuerza iónica. Las proteínas 11S son menos susceptibles 
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a la disociación, excepto a muy bajo pH o fuerza iónica. En presencia de agentes 
desnaturalizantes, tales como urea o dodecilsulfato de sodio, tanto las proteínas 
11S y 7S liberan sus cadenas polipeptídicas constituyentes. Estos polipéptidos 
son naturalmente heterogéneos: los que se han purificado hasta homogeneidad a 
menudo parecen ser mezclas de diferentes especies moleculares, si se examina 
por otros métodos. La heterogeneidad es evidente en ambos niveles de tamaño y 
carga y surge de una combinación de dos factores, el origen multigénico de cada 
globulina de almacenamiento y las modificaciones pos traduccionales de 
relativamente pocos productos de expresión (92). 
 
Albuminas 
 
Las albuminas son proteínas globulares compactas que consisten de dos cadenas 
polipeptídicas con valores de  peso molecular de 4000 a 9000 Da, para formar una 
proteína ligada a disulfuro intercatenarios (87). Las proteínas albuminas 
contribuyen > 50,0 % del azufre total en las semillas de leguminosas, como frijol y 
lupinos, incluso ellos presentan únicamente el 10,0 y 30,0 % del total de proteínas. 
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Tabla 6. Tipos de proteínas de almacenamiento predominantes en las semillas de 
leguminosas. 
Especies y nombre común 
 
Tipo de proteína de 
almacenamiento  
Lugar de 
almacenamiento 
primario 
Arachis hypogea (Maní) 
11S Arachina, 7S 
Conarachina 
Cotiledones (embrión) 
Glycine max (Soya) 
11S Glicinina, 7S β-
Conglicinina 
Cotiledones (embrión) 
Phaseolus vulgaris (Poroto) 2S Albumina Cotiledones (embrión) 
Pisum sativum (Frejol) 7S Faseolina Cotiledones (embrión) 
Vicia faba (Haba) 
11S Legumina, 7S Vicillina 
& Convicillina, 2S Albumina 
7S Vicillina 11S Legumina 
Cotiledones (embrión) 
  
 
2. 5. 2 Componentes anti-nutricionales de las leguminosas (ANCs) 
 
Las semillas de leguminosas también contienen ANCs que pueden ser  proteicos, 
es decir, inhibidores de hidrolasa y lectinas, y de naturaleza no proteica. La 
presencia de ANCs en plantas de cultivo es a menudo el resultado de una 
adaptación evolutiva que permite a la planta para sobrevivir y completar su ciclo 
de vida en condiciones naturales. 
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ANCs proteicos 
 
Los inhibidores de la hidrolasa  se consideran importantes en la determinación de 
la calidad de las semillas de leguminosas. Los inhibidores de proteínicos más 
caracterizados son los inhibidores de tripsina (ITs), tanto del tipo Bowman-Birk en 
Pisum sativum y tipo Kunitz en Glycine max y los inhibidores de la α-amilasa. Los 
ITs se han demostrado para actuar como agentes protectores contra el ataque de 
insectos (93). 
Las alergias a las legumbres son relativamente poco comunes en los humanos 
debido a la baja capacidad alergénica de proteínas de reserva, pero podrían 
desarrollar con un mayor consumo. Por otra parte, los estudios de modificación 
proteolítica y enriquecimiento en metionina de antígenos de proteína de soya 
mostraron una reducción de la alergenicidad y una mejora general del valor de la 
harina. 
 
 ANCs no proteicos 
 
Las semillas de leguminosas contienen una serie de ANCs no proteicos con 
estructuras y efectos significativamente diferentes. Los más importante de ellos se 
enumeran a continuación. 
 
Los alcaloides limitan la aceptación de las distintas semillas de leguminosas, como 
el lupino, tanto por su fuerte sabor amargo y la toxicidad. Las semillas amargas 
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contienen hasta un 2,0 % de alcaloides, por lo general lupinina, esparteína, 
lupanina y anagrina. Debido a la solubilidad en agua de alcaloides y su bajo 
tamaño, es posible eliminarlos de las semillas por remojo y cocción en agua. Un 
probable papel de alcaloides puede ser también la de proporcionar protección a 
las semillas de  las plagas. Además, los alcaloides extraídos de las semillas de 
lupino se pueden utilizar para fines biomédicos, farmacológicos y otros (94). 
 
El ácido fítico, mioinositol 1, 2, 3, 4, 5, 6 hexadihidrógenofosfato, están presentes 
en semillas de leguminosas, que constituyen la mayor parte del fósforo total en la 
semilla. El ácido fítico es responsable de la reducción de la biodisponibilidad de 
minerales esenciales, formando complejos insolubles que son menos disponibles 
para la digestión y absorción en el intestino delgado. Por otra parte, los fitatos 
también se han demostrado para inhibir la actividad de varias enzimas. 
 
Los compuestos fenólicos, como los taninos, pueden entrecruzarse con proteínas 
al reaccionar con residuos de lisina o metionina por lo que no estará disponible 
durante la digestión. 
 
Las saponinas son un grupo diverso de compuestos que se encuentran 
comúnmente en las legumbres. Su estructura general consiste en un grupo 
esteroide o triterpeno vinculado a una o más moléculas de azúcar. La presencia 
de ambos grupos polares y no polares proporciona a las saponinas fuertes 
propiedades tensioactivas que son responsables de sus efectos biológicos 
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adversos. Un efecto tóxico conocido de saponinas es su capacidad para lisar 
eritrocitos, así como otras células, tales como los encontrados en la mucosa 
intestinal, lo que afecta a la absorción de nutrientes. 
 
Las legumbres son inductores de los gases intestinales (flatulencia), debido a la 
presencia de residuos  de α-Dgalactopiranosil ligados a la fracción de glucosa de 
la sacarosa. Los animales y el hombre no son capaces de digerir tales 
oligosacáridos, debido a la ausencia de α-galactosidasa en su mucosa intestinal. 
Por consiguiente, los α - galactósidos pasan al colon y son fermentados por las 
bacterias intestinales con producción de gas. 
 
2. 6  Lupinus mutabilis 
 
Lupinus mutabilis (tarwi), es una leguminosa anual, perteneciente a la Familia 
Fabaceae (Tabla 7) género Lupinus, conocido como chocho en el norte de Perú y 
Ecuador, tarwi en el centro del Perú y tauri en el sur del Perú y Bolivia (chuchus en 
Cochabamba, Bolivia). Ésta leguminosa se cultiva tradicionalmente en los Andes 
desde los 1,500 m, encontrándose en Venezuela, Colombia, Ecuador, Bolivia, 
Chile, Argentina y Perú.  
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Tabla 7. Clasificación taxonómica del tarwi. 
Nombre Común Tarwi, Chocho, tauri 
Nombre Científico Lupinus mutabilis 
División Espermatofitos 
Clase Dicotiledóneas 
Orden Rosales 
Familia Fabaceae 
Género Lupinus 
Especie Lupinus mutabilis 
 
 
2. 6. 1  Descripción botánica 
 
Las hojas tienen forma alargada, generalmente compuesta por ocho folíolos que 
varían entre ovalados a lanceolados. Se diferencia de otras especies de Lupinus 
en que las hojas tienen menos vellosidades. Referente a las semillas de tarwi, 
están incluidas en número variable en una vaina de 5 a 12 cm y varían de forma 
(redonda, ovalada a casi cuadrangular), miden entre 0,5 a 1,5 cm. La semilla está 
recubierta por un tegumento endurecido que puede constituir hasta el 10 % del 
peso total. Los colores del grano incluyen blanco, amarillo, gris, ocre, pardo, 
castaño, marrón y colores combinados como marmoleado, media luna, ceja y 
salpicado (95). 
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Un kilogramo tiene entre 3500 a 5000 semillas, dependiendo del tamaño y el peso 
de las semillas. La variación en tamaño depende tanto de las condiciones de 
crecimiento como del ecotipo o variedad. La semilla está recubierta por un 
tegumento endurecido que puede constituir hasta el 10 % del peso total (96). Los 
niveles de floración y partes de la semilla del tarwi se muestran en la figura 6. 
 
 
 
Figura 6. A) Niveles de ramificación y floración del lupino blanco. B) Partes de la 
semilla de lupino. 
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2. 6. 2 Composición química y valor nutricional 
 
El grano de Lupinus mutabilis es rico en proteínas y grasas, con mayor frecuencia, 
su contenido proteico es superior al de la soya por lo que son excepcionalmente 
nutritivas (Tabla 8) (97). Sus semillas son usadas  de forma tradicional en la 
alimentación humana, debido al alto contenido de proteínas , las propiedades 
funcionales de sus componentes en matrices alimentarias y las potencialidades 
nutracéuticas de algunas de sus proteínas (32). Además, es considerado una 
especie  nativa con elevado contenido de proteínas y aceites a nivel mundial.  
 
Sus proteínas y aceites constituyen más de la mitad de su peso, estudios 
realizados en más de 300 diferentes genotipos muestran que la proteína varía de 
41,0 a 51,0 % y el aceite de 14,0 a 24,0 % (13). En base al análisis bromatológico, 
posee en promedio proteína 35,5 %, aceites 16,9 %, fibra cruda 7,65 %, cenizas 
4,15 % y carbohidratos 35,77 % (97,98). Las globulinas corresponden a la mayor 
fracción proteica, siendo la albúmina la restante. 
 
 Tabla 8. Porcentajes de la composición química del tarwi, soya y frijol. 
Componentes 
(%) 
 
Tarwi* 
Amargo 
Tarwi* 
Desamargado 
Tarwi** 
Soya Frijol 
S
e
m
il
la
 
C
o
ti
le
d
ó
n
 
T
e
g
u
m
e
n
to
 
 
Proteína 41,20 51,06 44,87 49,22 9,39 33,4 22,0 
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Grasa 17,54 20,37 13,91 15,38 2,20 16,4 1,6 
Carbohidrato 28,2 14,1 27,12 27,08 27,5 35,5 60,8 
Fibra 6,24 7,47 8,58 2,42 58,35 5,7 4,3 
Ceniza 3,98 2,36 5,52 5,89 2,55 5,5 3,6 
Humedad 9,90 73,63 9,63 9,67 10,79 9,2 12 
*Peralta y col (99) 
** Ortega y col (100) 
 
Ortega y col (100), encontraron que las semillas de lupino contienen nitrógeno 
total 7,35 %, carbono 55,95 % e hidrógeno 9,83 %. Con base en el contenido de 
cenizas (5,52 %) se estima que el contenido de oxígeno equivale a 21,35 %. La 
fracción fibrosa de la semilla está contenida principalmente en el tegumento, 
representando el 11,03 % de la semilla y tiene un alto contenido de fibra y 
carbohidratos. En la tabla 9 constan los datos del contenido de proteínas de varias 
especies de tarwi. 
 
Tabla 9. Porcentajes de proteína en varias especies de Lupinus. 
Lupinus Proteína (%) 
L. mutabilis 39.0 – 52.0 
L. angustifolius 33.2 – 35.5 
L. hispaniscus 43.9 – 46.9 
L. albus 39.2 – 43.3 
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En cuanto a los contenidos de ácidos grasos del tarwi, la tabla 10 muestra la 
composición de ácidos grasos en el aceite del tarwi, se destaca la presencia de 
ácidos grasos poliinsaturados como el ácido alfa linolénico (Omega 3), ácido 
linoléico (Omega 6) y el oleico (Omega 9) en cantidades significativas (95). 
 
Tabla 10. Porcentajes de ácidos grasos de Lupinus mutabilis.                                       
Ácidos % 
Oleico (Omega 9)  
Linoleico (Omega 6)  
Linolénico (Omega 3)  
Palmítico  
Palmitoleico  
Esteárico  
Mirístico  
Araquídico  
Behénico  
Erúsico  
Cociente Polisat / Satur  
40,4 
37,1 
2,9 
13,4 
0,2 
5,7 
0,6 
0,2 
0,2 
0,0 
2,0 
 
 
Acerca de la composición de aminoácidos, la distribución de aminoácidos es 
relativamente estable, presenta mayor contenido de triptófano y tirosina frente a la 
soya y el fréjol. La proteína del tarwi contiene cantidades adecuadas de lisina y 
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cistina (28, 69), y carece de aminoácidos que contienen azufre tales como 
metionina (Tabla 11) (101). 
 
Tabla  11. Contenido de aminoácidos de Lupinus mutabilis. 
AMINOÁCIDO 
Lupinus 
mutabilis 
Soya Fréjol 
Isoleucina 4,3 4,5 4,2 
Leucina 7,4 7,8 7,6 
Lisina   5,3 6,4 7,2 
Metionina 0,4 1,3 1,1 
Fenilalanina 3,4 4,9 5,2 
Treonina 3,5 3,9 4,0 
Valina 3,5 4,8 4,6 
Histidina 2,2 2,5 2,8 
Tirosina   3,5 3,1 2,5 
Triptófano 1,8 1,0 - 
* Expresado en g/16g de N 
 
Por lo que se refiere al  contenido de alcaloides, en el tarwi varía de 0,02 a 4,45 %; 
los alcaloides reportados son los quinolizidinicos tales como: lupina, esparteína, 
13- hidroxilupanina, 4-hidroxilupanina, isolupanina, entre otros. Las lupininas (27,0 
a 74,0 %) están presentes en mayor proporción. Estos alcaloides quinolizidinicos 
otorgan el sabor amargo a la semilla y son considerados sustancias antinutritivas, 
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que hasta el momento han sido el mayor obstáculo para la utilización del tarwi en 
la alimentación humana y animal. Se reporta que las variedades mejoradas 
denominadas dulces tienen un contenido de alcaloides menor al 1,16 % (102). 
 
Se considera que un contenido de 0,02 % de alcaloides remanentes después del 
desamargado es el límite que se puede aceptar como seguro para el consumo 
humano. Por otro lado, el sentido del gusto humano puede identificar una 
concentración de 0,1 % de sabor amargo en la semilla, lo que evita el consumo y 
protege de una posible intoxicación.  
 
Además de los alcaloides, en las leguminosas existen otros 27 componentes 
tóxicos o llamados componentes antinutricionales, como los inhibidores de 
proteasas y el ácido prúsico (HCN). Sin embargo, no se han encontrado presentes 
en cantidades significativas en el tarwi, o son eliminados en el proceso de 
desamargado. 
 
Las vitaminas y minerales del tarwi tienen una gran similitud con otras semillas de 
leguminosas en relación a vitaminas y minerales, encontrándose una mayor 
concentración no tan significante de fosforo y magnesio. Por tanto, el tarwi es una 
fuente importante de fosforo, magnesio y potasio para el hombre. El calcio se 
encuentra principalmente en la cáscara, por tanto si se requiere de este mineral, lo 
aconsejable es consumirlo completo, al contrario del fosforo que se encuentra en 
el núcleo del grano de tarwi (Tabla 12) (103). 
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Tabla 12. Contenido de minerales en el grano de Lupinus mutabilis. 
Macroelementos mg/g Microelementos mg/kg 
Calcio 1,07 - 1,53 Hierro 46,00 - 73,3 
Magnesio 2,00 - 3,02 Zinc 40,00 - 51,66 
Sodio 0,25 - 0,75 Manganeso 21,33 - 29,10 
Potasio 11,06 - 13,56 Cobre 4,00 - 12,10 
Fósforo 0,44 - 0,88   
 
 
El grano de tarwi también es una valiosa fuente de vitamina B en sus formas como 
tiamina (B1), rivoflamina (B2), niacina (B3), asemejándose a otros tipos de 
leguminosas. 
 
2. 6. 3 Modos de empleo 
 
Uno de los principales problemas para el consumo directo del tarwi es la presencia 
de alcaloides que le dan un sabor amargo al grano y pueden ser tóxicos, por lo 
que no deber ser consumido sin un proceso previo de desamargado.  Cuando el 
grano ha sido desamargado tiene una diversidad de usos: 
 
- Consumo humano.- se consume en platos tradicionales de nuestra serranía 
como es el ceviche de tarwi. Se han desarrollado métodos para elaborar yogur, 
galletas, pan. 
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- Uso industrial.- La harina de tarwi puede ser usada en panificación (15.0 %), para 
mejorar considerablemente el valor proteico y calórico del producto; permite una 
mayor conservación del pan, debido a la retrogradación del almidón y un mayor 
volumen por las propiedades emulgentes de la lecitina presente en el tarwi 
desamargado. 
 
- Uso medicinal.- Los alcaloides (esparteína, lupanina, lupanidina, etc.) se 
emplean para controlar ectoparásitos y parásitos intestinales de los animales. 
Ocasionalmente los agricultores utilizan el agua de cocción del tarwi como laxante 
y para el control de plagas en plantas. 
 
- Uso agronómico.- Por su contenido de alcaloides se siembra a menudo como 
cerco vivo o para separar parcelas de diferentes cultivos, previniendo el daño por 
animales. Debido al contenido de alcaloides, como plaguicida natural, ayudando a 
que insectos y bacterias no ataquen a las plantas. 
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3  MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3. 1 MATERIALES 
 
 Reactivo de Folin Ciocalteu (Merck) 
 Reactivo ATC (Ácido Tricloro Acético) (Merck) 
 Micropipetas 10, 100, 1000 mL (Merck) 
 Pipetas de 1, 2, 5, 10, 20 mL (Pirex) 
 Beackers de 25, 50, 100, 500 mL (KIMAX) 
 Fiolas de 10, 25, 50, 100 mL (Pirex) 
 Probetas de 50, 100, 250 mL (Pirex) 
 Matraces de 50, 250, 500 mL (Kimax) 
 Balanza electrónica 
 Solución de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (Merck) 
 Metanol absoluto (Merck) 
 TSA (Agar Tripticasa Soya) (Merck) 
 Cámara de electroforesis 
 Centrífuga 
 
 
 
 
 
Obtención de péptidos bioactivos de Lupinus mutabilis ("tarwi") mediante proteasas de Bacillus sp. 
 
 
 
Jackelyn Elena Borja Lozano                                             55    UNMSM-Facultad  de 
Farmacia y Bioquímica 
3. 2 MÉTODOS 
 
3. 2. 1 Obtención de la harina de las semillas de  Lupinus mutabilis 
 
Para la obtención de la harina de tarwi (Anexo 1), se compro granos de tarwi de un 
mercado en la provincia de Julcan departamento de La Libertad, los granos fueron 
procesados siguiendo los siguientes pasos: 
 
3. 2. 1. 1  Deslupinización 
 
Se usaron los procedimientos de deslupinizado propuestos por Mujica y Sven (97) 
que consiste en la aplicación del método denominado “Cusco Mejorado” 
modificado, con el cual se logra disminuir la pérdida de proteínas. En la figura 7 se 
presentan las operaciones: 
 
 
Figura 7. Diagrama de flujo de deslupinizado del tarwi. 
 
Se  seleccionaron los granos para luego ser sometidos a: 
•Materia 
Prima 
Sin 
impurezas 
•Remojo 
1 día 
•Cocción 
1 h en 
ebullición 
•Lavado-
Extracción 
5 días en 
agua 
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 Remojo. El tarwi se hidrata en agua destilada por un periodo de 1 día, con 
la finalidad de ablandar la estructura del grano y facilitar la transferencia de 
calor en la cocción. 
 
 Cocción. Los granos de tarwi fueron sometidos a ebullición, por una hora, 
tal como lo recomienda Mujica y Sven (97). Esta operación permite la 
ruptura de las cubiertas (cascaras) facilitando la difusión de los alcaloides 
por la desnaturalización parcial de las proteínas (rotura de las estructuras 
complejas de las proteínas) a las que están unidas. 
 
 Lavado. Después de la cocción los granos de tarwi se lavaron con agitación 
constante a 120 rpm a 40 °C por 5 días cambiando el agua cada 8 h. 
 
 Descascarado: Éste procedimiento consistió en  retirar las cáscaras de los 
granos de tarwi deslupinizados. 
 
3. 2. 1. 2  Secado 
 
La deshidratación se realizó en estufa a 40 °C por 48 h. Con el fin de evitar la 
oxidación de las proteínas  a la vez  se añadió sulfito de sodio al 0,01 % (Anexo 2). 
 
3. 2. 1. 3  Molienda 
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Posteriormente se procedió a la molienda, utilizando un molino artesanal como 
premolienda, y luego el molino de martillo. Éste proceso tiene por finalidad facilitar 
la extracción proteica y la separación de componentes no proteicos, por tanto 
incrementar el contenido de proteínas. Después se tamizo con la malla N° 60 (0.24 
mm). 
3. 2. 1. 4  Desgrasado 
 
Para la extracción de proteínas es necesario que la harina  a solubilizar tenga bajo 
contenido de grasas. La operación se realizó inmediatamente después del 
tamizado. La harina se lavó con etanol al 95 % en una relación de harina: solvente 
de 1: 3 por tres lavados consecutivos durante 5 h cada una. Finalmente, la harina 
semi - desgrasada se volvió a moler y tamizar. 
 
Al finalizar el proceso, se evaluó el rendimiento mediante la siguiente ecuación: 
 
 
 
En la figura 8 se presenta el proceso para la obtención de la harina de tarwi 
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Figura 8. Diagrama de flujo de la obtención de harina de tarwi. 
 
 
 
Granos 
Tarwi 
Selección y 
Clasificación 
Hidratación 
Cocción 
Lavado 
Secado 
Molienda 
Tamizado 
Desgrasado 
Harina de 
Tarwi 
Impurezas 
1 hora/ ebullición 
5 días x 40 °C 
x 120 rpm 
48 h x 40 °C  
En molino de 
martillo 
Malla N° 60 
Etanol al 95 % 
(1:3 p/v) 
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3. 2. 2 Análisis proximal de la harina de Lupinus mutabilis 
 
El análisis proximal, se realizó en el Centro de Control Analítico de la Facultad de 
Farmacia y Bioquímica de la  UNMSM, según el método de la AOAC 1997. 
 
3. 2. 3 Obtención del aislado proteico a partir de la harina de Lupinus 
mutabilis 
 
3. 2. 3. 1 Obtención de las proteínas hidrosolubles 
 
Para la obtención de proteínas solubles (Anexo 3), la harina deslupinizada y semi-
desgrasada se dispersó en agua desionizada (1: 28, p / v) y la dispersión se ajustó 
a pH 9,3 con NaOH 1N con el fin de solubilizar las proteínas en una relación 1: 28 
(p / v). La dispersión se realizó a 150 rpm, 43 °C y 1 h. Transcurrido el tiempo de 
extracción, se centrifugó  a 4000 rpm, 4 °C por 20 min. El sobrenadante se separó 
y se ajustó hasta el punto isoeléctrico (pH 4,3) con HCl 1N, el precipitado obtenido 
se centrifugó a las mismas condiciones descritas anteriormente. El precipitado 
obtenido, se lavó por tres veces usando agua desionizada en una relación 1: 5 
(p/v). Se centrifugó a 4000 rpm, 4 °C y 15 min. Los precipitados obtenidos fueron 
secados a 30 °C por 48 h y, almacenados a temperatura ambiente hasta su uso 
(23–25). 
En la figura 9 se resume el proceso de extracción del aislado proteico de tarwi. 
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Al igual que en la obtención de la harina de tarwi, se evaluó el rendimiento 
mediante la siguiente ecuación: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Diagrama de flujo para la obtención del aislado proteico de 
tarwi. 
 
 
Harina: Agua 
(1 : 28) 
Tiempo: 1 h 
Velocidad: 150 rpm 
Temperatura: 43 °C 
NaOH 1N 
V= 4000 rpm 
T= 4°C 
t= 20 min 
V= 4000 rpm 
T= 4°C 
t= 20 min 
HCl 1N 
V= 4000 rpm 
T= 4°C 
t= 15 min 
Con dilución 1:5 en 
agua desionizada 
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3. 2. 3. 2 Cuantificación de proteínas hidrosolubles mediante 
método Bradford 
 
El máximo de absorbancia del colorante azul de Coomassie en solución ácida 
varia de 495 a 595 nm tras añadir solución de proteína a la cual se adhiere, el 
colorante se torna de rojizo a azulado debido a la estabilización de la forma 
aniónica del mismo por interacciones hidrofóbicas e iónicas. El azul de Coomassie 
reacciona principalmente con residuos de arginina y en menor grado con residuos 
de histidina, lisina, triptófano y fenilalanina. El cambio en la absorbancia a 595 nm 
es proporcional a la concentración de proteína en la muestra (105). 
 
La cuantificación de proteínas se determinó mezclando 10 µL de muestra con 200 
µL del reactivo de Bradford. Como control se utilizó agua bidestilada. Los tubos 
fueron sometidos a agitación mecánica durante 30 s, cubiertos con papel aluminio 
y se dejaron reaccionar en una zona oscura a temperatura ambiente durante 5 
min. Transcurrido el tiempo de reacción se realizó la lectura a 595 nm. Se empleó 
como estándar albumina sérica bovina (BSA), se elaboró una curva de calibración 
con un rango de concentración de 0 a 1,4 mg / mL.  
 
La concentración de proteína se determinó directamente por interpolación de la 
lectura obtenida en la curva de calibración adjunta en el anexo 4. 
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P (mg BSA / mL)= (Abs λ595 - 0.663) / 0.016 
R2 = 0.992 
 
3. 2. 3. 3 Separación de las proteínas hidrosolubles mediante 
electroforesis en Gel de Poliacrilamida Desnaturalizante (SDS-
PAGE). 
 
La electroforesis es un método analítico semipreparativo, en el que se separan 
biomoléculas, en función de su carga y bajo la acción de un campo eléctrico.  
 
Procedimiento 
 
El SDS–PAGE se realizó de acuerdo al método de Laemmli y col (106) modificado. 
Para lo cual se preparó gel al 10 % siendo la composición final del gel en 20 mL: 
agua estéril 9,8 mL, acrilamida y N, N-bis metileno acrilamida (SIGMA) 40 %, 
buffer Tris–HCl 1,5 M (pH 8,8) 5,2 mL, perfulfato de amonio 1% (APS) 100 µL y  
tetrametilletilendiamina (TEMED) 20 uL.  
 
Cada 500 mL de buffer de corrida (pH 8,8) contenía Tris  HCl 1,51 g, glicina 7,2 g 
y SDS 0,5 g. A las muestras se añadió igual volumen de buffer muestra (Tris–HCl 
0,1 M, pH 6,8, SDS 2 %, y azul de bromofenol 0,02 %) y se cargaron en el gel. 
Como muestra control se utilizó BSA 1 µg / µL.  La separación de proteínas y 
péptidos fue a 90 V por 2 h. Luego, los geles se tiñeron con solución colorante que 
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contenía: azul brillante de coomassie 1g, ácido acético 100 mL, metanol 500 mL y 
agua destilada 400 mL por 45 min. Luego, se decoloró con metanol 50 mL, agua 
destilada 860 mL y ácido acético glacial 90 mL. 
 
3. 2. 4 Identificación de cepas de Bacillus sp con mayor actividad 
proteolítica 
 
Para la elección de la mejor cepa productora de proteasas de la base de datos del 
Laboratorio de Biología Molecular de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la 
UNMSM se empleo la técnica de medición de actividad proteolítica en sustrato 
sólido (107). Para lo cual, se tomaron 15 cepas del género Bacillus sp., y se 
cultivaron en medio sólido de agar nutritivo suplementado con 1 % de gelatina.  Se 
sembró en línea recta y se incubó a 37 ºC por 12 h. Después, se añadió a la placa 
solución al 15 % de cloruro de mercurio (HgCl2) en  ácido clorhídrico (HCl)  al 20 
% durante 5 min. Se evaluó la actividad midiendo los halos de actividad con ayuda 
de Vernier. 
 
3. 2. 5  Producción de proteasas de Bacillus sp. 
 
La cepa seleccionada con mayor actividad proteolítica en sustrato sólido, fue 
crecida bajo las condiciones óptimas reportadas para la producción de proteasas 
(pH  9, 40 °C y 48 h). 
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Se utilizó 5 mL de medio Horicoshi a pH 9 conteniendo glucosa 1%, peptona 0,5%, 
extracto de levadura 0,5 %, KH2PO4 0,1 %, MgSO4 0,02 %, Na2CO3 1% y 
sembrado de una colonia de la cepa TFJ41  e incubado a 40 °C por 10 h (110). Se 
adicionó 5 mL del medio a un matraz de 500 mL conteniendo 50 mL de medio de 
cultivo. Se dejó incubar a 150 rpm, 40 °C por 48 h. Después, se centrifugó a 4000 
rpm a 4 °C por 20 min. Se separó el sobrenadante (crudo enzimático). Se 
determinó la actividad enzimática y el contenido de proteína. Todos los 
experimentos fueron repetidos al menos tres veces. 
 
3. 2. 5. 1 Determinación de la actividad enzimática 
 
La actividad de la proteasa fue determinado por el método Anson (110,111) con 
algunas modificaciones. La solución de enzima (0,5 mL) fue mezclado con 0,5 mL 
de sustrato (caseína 1% en buffer Tris - HCl 50 mM pH 8) a 50 °C por 1 h. 
Después de la incubación, se adicionó 0,5 mL de una solución de ATC (Ácido 
Tricloro Acético) 10 %, para detener la reacción enzimática, se homogenizó y se 
dejó reposar por 5 min. Luego,  se centrifugó a 13000 rpm por 5 min. Se tomó 0,5 
mL del sobrenadante y se añadió 1 mL de NaOH. Finalmente, se agregó 0,5 mL  
de reactivo de Folin - Ciocalteu  e incubó por 20 min a temperatura ambiente y se 
midió en un espectrómetro a 620 nm. Los experimentos de control de realizaron 
sin adición de enzima. 
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Para determinar la actividad enzimática de las muestras se elaboró una curva de 
calibración con L-tirosina. Para ello se prepararon concentraciones conocidas de 
tirosina, las cuales se leyeron a 620 nm, luego de incorporar el reactivo de Folin 
Ciocalteu. Con los resultados se realizó un análisis de regresión a los datos, luego 
de lo cual se elaboró la curva de calibración (Anexo 5). 
Para realizar los cálculos se consideró la siguiente ecuación: 
 
U: Unidades Internacionales para la actividad proteolítica, donde una unidad 
enzimática es la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 µmol de tirosina por 
mililitro en un minuto. 
Donde: 
Volumen total de la reacción enzimática = 1,5 mL 
Volumen usado en la reacción colorimétrica = 2,0 mL 
Volumen de la muestra para la reacción enzimática = 0,5 mL 
Volumen de la muestra en la reacción colorimétrica= 0,5 mL 
0,002= Coeficiente de extinción molar de la tirosina a 620 nm 
Nota: En el volumen total de la reacción se consideró el volumen del agente 
precipitante. 
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3. 2. 6 Hidrólisis enzimática  de las proteínas hidrosolubles de Lupinus 
mutabilis 
 
La hidrólisis enzimática del aislado proteico de Lupinus mutabilis fue realizado 
usando el método Pedroche y col (15), para lo cual se utilizó la proteasa de la 
cepa TJF41 de Bacillus sp, y se comparó con una enzima comercial, alcalasa 
(DELVOLASE®). Los parámetros de hidrólisis fueron a pH 8, 50 °C. Los 
experimentos de control se realizaron sin adición de enzimas. Los tiempos de la 
reacción de hidrólisis fueron 30, 60 y 90 min (112,113), denominándose H30EA, 
H60EA, H90EA a las proteínas de tarwi hidrolizadas con alcalasa y H30CE, 
H60CE , H90CE a las hidrolizadas con el crudo enzimático de Bacillus sp en los 
tiempos descritos anteriormente. Luego del último tiempo de reacción, la enzima 
fue inactivada con la adición de ATC 10 %. Los  hidrolizados fueron centrifugados 
a 13000 rpm por 5 min (15,27,114,115). 
 
3. 2. 6. 1  Determinación de péptidos solubles mediante método 
de Lowry 
 
Con la finalidad de cuantificar la cantidad de péptidos solubles de las proteínas de 
tarwi hidrolizadas con alcalasa y crudo enzimático, se utilizó la técnica descrita por 
Lowry y col (116), la cual se basa en la reacción del péptido con Cu++ en 
condiciones alcalinas para formar Cu+ (Reacción de Biuret) y de la producción del 
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ácido fosfomolibdato fosfotúngstico (reactivo de Folin) por aminoácidos 
aromáticos.  
 
En esta técnica se adicionó 20 µL de muestra a una solución de 100 µL que 
contenía carbonato de sodio al 2 %, sulfato de cobre al 1 % y tartrato de sodio y 
potasio al 2 % en NaOH 0,1 N, se dejó reposar 15 min en oscuridad. 
Posteriormente se adicionaron 10 µL  del reactivo de Folin y se dejo reaccionar por 
30 min en oscuridad. Se midió la absorbancia en el espectrofotómetro a 580 nm. 
 
La concentración de péptidos se determinó comparando las absorbancias contra 
una curva patrón de BSA con un intervalo de 0 a 0.02 mg BSA / mL, la gráfica se 
muestra en el anexo 6. 
 
Cálculos: 
P (mg BSA / mL)= (Abs λ580 - 0.107) / 0.002 
R2 = 0.999 
 
3. 2. 6. 2 Determinación de nitrógeno soluble 
 
Para determinar el grado de hidrólisis de forma parcial de las proteínas de tarwi 
hidrolizadas con alcalasa y crudo enzimático, se usó el método de Kim y col (117). 
El valor fue estimado mediante la medición de nitrógeno soluble en 10 % de ATC. 
Para determinar el contenido de Nitrógeno soluble en TCA las muestras se 
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centrifugaron a 13000 rpm  durante 5 min. A continuación se realizó el agregado 
de ATC hasta una concentración final de 10 %, seguido de una centrifugación a 13 
000 rpm durante 5 min. Se separó el sobrenadante y se hizo reaccionar con el 
reactivo de Folin Ciocalteu. Se empleó la curva de L- tirosina según lo descrito 
anteriormente. La absorbancia se midió a 620 nm. 
 
3. 2. 6. 3 Separación de péptidos mediante electroforesis en Gel 
de Poliacrilamida Desnaturalizante (SDS-PAGE) 
 
El SDS–PAGE se realizó de acuerdo al método de Laemmli y col (106) modificado.  
Para lo cual se prepararon geles al 10 % y 5 % siendo la composición final del gel 
al 10 % en 15 mL: agua estéril 7,5 mL, solución de acrilamida y N, N - bis metileno 
acrilamida 40% (SIGMA) 3,75 mL, buffer Tris–HCl 1,5 M (pH 8,8) 3,9 mL, SDS 10 
% 75 µL, persulfato de amonio 10%  (APS) 75 uL y TEMED 15 µL.  
 
La composición del gel 5 % en 5 mL fue: agua estéril 3,04 mL, acrilamida y N, N - 
bis metileno acrilamida 40% (SIGMA) 0,625 mL, buffer Tris–HCl (pH 6,8) 1,5 M 
1,25 mL, SDS 10 % 50 µL, amonio perfulfato (APS) 50 µL y  TEMED 5 µL. 
 
El buffer de corrida  (pH 8.8)  y el buffer de muestra fueron de la misma 
composición como se describió anteriormente.  Se cargaron a los geles la proteína 
de tarwi sin hidrolizar, y las muestras hidrolizadas con alcalasa y crudo enzimático 
en los diferentes tiempos de reacción. La separación de los péptidos fue a 90 V 
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por 2 h. Luego del tiempo transcurrido, los geles se tiñeron con solución colorante: 
azul brillante de coomassie 1 g, ácido acético 100 mL y solución de metanol 
500mL y  agua destilada 400 mL por  45 min. Luego se decoloró con solución: 
metanol 50 mL, agua destilada 860 mL y ácido acético glacial 90 mL. 
 
3. 2. 7 Determinación de la actividad antioxidante de los hidrolizados 
proteicos de las semillas de L. mutabilis 
 
La actividad antioxidante de los productos hidrolizados fue determinado  usando el 
método basado en la reducción del radical libre estable de DPPH. El Fundamento 
del método consiste en que este radical tiene un electrón  desapareado y es de 
color azul - violeta, decolorándose hacia  amarillo pálido por reacción con una 
sustancia antioxidante,  la absorbancia es medida a 517 nm. La diferencia de 
absorbancias, permite obtener el  porcentaje de captación de radicales libres 
(24,35). 
 
La actividad antioxidante se evaluó a las  muestras hidrolizadas con alcalasa y 
crudo enzimático en los diferentes tiempos de reacción. Con el fin de realizar las 
comparaciones de la actividad antioxidante con Trolox, asimismo, medir el CI50 se 
prepararon concentraciones de 1,6; 3,3; 5,0; 6,6; 8,3 µg / mL para cada muestra. 
Los volúmenes de las  muestras se mezclaron con 2,8 mL de la solución del 
radical DPPH 0,05 mM y se completó con metanol hasta obtener el volumen total 
de reacción de 3 mL.  La serie de tubos fue cubierta con papel aluminio para 
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proteger de la luz  a temperatura ambiente y de dejó bajo agitación a 160 rpm por  
30 min. Después, se midió la absorbancia de cada tubo a 515 nm. Como control 
positivo se usó una solución de Trolox 0,5 mM (6 - hidroxi- 2, 5, 7, 8 
tetrametilcromo - 2 ácido  carboxílico 97 %) preparada bajo las mismas 
condiciones de los productos hidrolizados (Anexo 7). 
El porcentaje de inhibición o captación de radicales libres fue calculado como: 
% inhibición = A - B / A x 100 
Dónde:  
A) Lectura de absorbancia del DPPH  
B) Lectura de la muestra  
La concentración requerida para el 50 % de inhibición del radical libre DPPH 
(IC50) fue calculada mediante la ecuación de la gráfica de concentración de cada 
uno de los hidrolizados obtenidos y Trolox vs % de inhibición. 
Cálculos: 
Ecuación de la gráfica: y = mx + b 
 
Donde: 
m= Valor de la pendiente 
X= El valor de CI50 
 
CI50 = 
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4 RESULTADOS 
4. 1 Obtención de la harina de las semillas de  Lupinus mutabilis 
En el proceso de obtención de harina de tarwi el rendimiento registrado fue de 37 
%, asimismo, se observó que hubo pérdidas de muestra durante el proceso de 
obtención de la harina. El proceso de tamizado causó pérdida del 26 % y la 
molienda, 5 %.  
 
4. 2 Análisis proximal de la harina de Lupinus mutabilis 
El análisis proximal de la harina de tarwi fue realizado en el Centro de Control 
Analítico de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la  UNMSM según el método 
de la AOAC 1997 utilizando la harina deslupinizada, pero sin desgrasar, se 
observa el alto contenido de proteínas (46,37 %) y grasas (31,57 %) (Anexo 8). 
 
Tabla 13. Composición proximal de la harina de tarwi. 
Componentes % 
Humedad 6,980 
Lípidos 31,570 
Proteínas 46,370 
Ceniza 5,140 
Fibra 1,735 
Carbohidratos 8,220 
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4. 3 Obtención de aislado proteico a partir de la harina de Lupinus mutabilis 
 
Se obtuvo los aislados proteicos hidrosolubles de acuerdo al método descrito en el 
punto 3. 2. 3.   
En esta investigación, el rendimiento del proceso de extracción y precipitación 
isoeléctrica fue de 28 %. Cabe aclarar que el rendimiento se ha calculado en base 
a la harina deslupinizada y desgrasada de tarwi que ingresa a la extracción 
alcalina y la cantidad del aislado proteico obtenido al final del proceso. 
 
En la figura 10 se muestran los perfiles electroforéticos de los aislados proteicos a 
diferentes concentraciones de proteínas. En las líneas del 1 al 4 se observan 7 
bandas proteicas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Separación de las proteínas de tarwi por PAGE desnaturalizante. Línea 
(concentración en µg).1, 8,2; 2, 16,3; 3, 24,5; 4, 32,6. 
1 2 3
3 
4 
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4. 4 Identificación de cepas de Bacillus sp. con mayor actividad proteolítica 
 
De las 15 cepas del género Bacillus sp. evaluados se encontró que Bacillus sp.  
TJF41 presentó halos de mayor actividad (14 mm). 
 
Figura 11. Halo de hidrólisis de la cepa TJF41, Bacillus sp. 
 
4. 5 Producción de proteasas de Bacillus sp. 
 
Se utilizó condiciones óptimas de reacción y el uso del medio Horicoshi a pH 9 
utilizados para la producción de las proteasas de Bacillus sp. TJF4. El 
sobrenadante (extracto crudo) presentó  una actividad enzimática de 0,6 U a pH 8, 
50°C y 60 min. Por el contrario, para la enzima alcalasa la actividad fue de 1,06 U 
en las mismas condiciones de reacción. 
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4. 6 Hidrólisis enzimática  de las proteínas hidrosolubles de Lupinus 
mutabilis 
Las concentraciones de los péptidos solubles de las proteínas de tarwi 
hidrolizadas con alcalasa y crudo enzimático se muestran en la tabla 14. Se 
observa que las proteínas hidrolizadas con alcalasa presentan mayor 
concentración de péptidos solubles en comparación de los hidrolizados con crudo 
enzimático a diferentes tiempos de reacción. Asimismo, se visualiza que la mayor 
concentración de hidrolizado proteico, se observa a 90 min de reacción, siendo los 
valores 1383,17 y 663,55 µg / mL para los hidrolizados con alcalasa y crudo 
enzimático respectivamente. 
 
Tabla 14. Hidrolizados proteicos obtenidos de tarwi por efecto de las proteasas 
Hidrolizados* 
Concentración del hidrolizado 
proteico (µg / mL) 
H30EA 710.28 
H60EA 1196.26 
H90EA 1383.17 
H30CE 102.80 
H60CE 467.28 
H90CE 663.55 
    *EA, alcalasa; CE, crudo enzimático. 
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La figura 12 muestra la hidrólisis enzimática de las proteínas hidrolizadas en los 
diferentes tiempos de reacción. Se puede observar que las proteínas hidrolizadas 
con alcalasa tienen mayor grado de hidrólisis en comparación a los hidrolizados 
con crudo enzimático. 
 
Figura 12. Hidrólisis enzimática de las proteínas de tarwi con alcalasa (EA) y 
crudo enzimático (CE). 
 
La  figura 13 muestra la separación de los péptidos mediante electroforesis en gel 
de poliacrilamida desnaturalizante de las proteínas de tarwi hidrolizadas con 
alcalasa. No se evidenció bandas para las proteínas hidrolizadas con crudo 
enzimático. La línea 1 muestra 7 bandas para la proteína de tarwi no hidrolizada, 
sin embargo, cuando se hidroliza con alcalasa, exhibe 3 bandas de menor tamaño 
en todos los tiempos de reacción indicando que el tiempo óptimo de reacción fue 
15 min, dado que en los tres tiempos utilizados tienen la misma concentración. 
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Figura 13. Electroforesis (SDS- PAGE) de proteína Lupinus mutabilis hidrolizadas 
con alcalasa a diferentes tiempos de reacción.  
 
4. 7 Determinación de la actividad antioxidante de los hidrolizados proteicos 
obtenidos de las semillas de L. mutabilis 
 
En la tabla 15 se muestra que el máximo porcentaje de inhibición (97,22 %) del 
trolox se alcanza a una concentración de 8,3 µg / mL. A la misma concentración 
los H90EA y H90CE obtienen porcentajes de inhibición de 10,09 y 5,58 % 
respectivamente (Tabla 16 y 17). En las tres tablas descritas anteriormente, se 
puede evidenciar que el porcentaje de inhibición es mayor para las proteínas 
hidrolizadas con la enzima alcalasa que con el crudo enzimático de Bacillus sp, 
asimismo, el porcentaje aumenta cuanto mayor es la concentración y el tiempo de 
reacción enzimática de las muestras (Figura 15 y 16). Así, para H30EA el 
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porcentaje de inhibición es 2,01 % significativamente menor comparado a H60EA, 
H90EA (Anexo 8). 
Tabla 15. Porcentaje de inhibición de  Trolox  mediante la reacción con DPPH. 
Trolox (µg / mL) Inhibición (%) 
1,6 18,51 
3,3 33,33 
5.0 55,55 
6,6 77,77 
8,3 97,22 
IC 50 (µg/mL) 4,47 
 
 
 
Figura 14. Curva patrón del Trolox expresado en μg / mL versus % inhibición. 
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Tabla 16. Porcentaje de inhibición de hidrolizados proteicos de tarwi mediante la 
reacción con DPPH. 
Hidrolizado proteico     
(µg / mL) 
Inhibición (%) 
H30EA H60EA H90EA 
1,6 1,40 1,52 2,01 
3,3 2,81 3,05 4,03 
5,0 4,22 4,58 6,05 
6,6 5,63 6,10 8,07 
8,3 7,04 7,63 10,09 
IC 50 (µg / mL) 58,40 54,69 41,38 
*EA, alcalasa 
 
Figura 15. Relación de hidrolizados proteicos de tarwi con alcalasa versus % 
inhibición. 
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Tabla 17. Porcentaje de inhibición de hidrolizados proteicos de tarwi con crudo 
enzimático mediante la reacción con DPPH. 
Con. de Muestra         
( µg / mL) 
Inhibición (%) 
H30CE H60CE H90CE 
1,6 1,03 1,35 1,39 
3,3 2,06 2,70 2,79 
5,0 3,09 4,05 4,18 
6,6 4,12 5,40 5,58 
8,3 5,15 6,75 6,98 
IC 50 (µg / mL) 79,48 61,87 59,80 
*CE, crudo enzimático 
 
Figura 16. Relación de hidrolizados proteicos de tarwi con extracto enzimático 
versus % inhibición. 
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Por otro parte, las menores concentraciones de hidrolizado proteico de tarwi, 
requeridas para el 50 % de inhibición del radical libre DPPH (IC50), fueron para 
Trolox, H90EA, H90CE a 4,47 µg / mL, 41,38 µg / mL y 59,80 µg / mL, 
respectivamente (Tabla 15, 16 y 17). 
La figura 17 muestra que el CI 50 es menor cuanto mayor es la concentración del 
hidrolizado proteico de tarwi y mayor su tiempo de hidrólisis enzimática. 
 
Figura 17. Comparación de la capacidad antioxidante mediante la IC50 de los 
hidrolizados  proteicos de tarwi con alcalasa (EA), crudo enzimático (CE) y Trolox. 
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5  DISCUSIÓN 
En la obtención de la harina de tarwi, el tamizado causó el 26 % de pérdida de 
materia prima, esto debido a que el proceso de molienda no fue homogéneo y se 
produjeron gránulos de diferente tamaño, así, al pasar  la harina por el tamiz N° 60 
(0,24 mm) hubo mayor retención de gránulos y menor cantidad de harina. 
También, en el proceso de deslupinizado se pierden proteínas (en especial en la 
operación del tratamiento térmico y lavado), al igual que su capacidad de 
renaturalización por lo que no es posible su recuperación mediante la precipitación 
isoeléctrica. 
 
Según los datos mostrados en la tabla 13 sobre el análisis proximal de la harina de 
tarwi, el contenido proteico y lípidos de la harina deslupinizada de tarwi es de 
46,37 y 31,57 % respectivamente. El análisis muestra que el contenido de 
proteínas es alto, lo que indica que el proceso de deslupinizado con los 
parámetros utilizados tuvo repercusión positiva en la riqueza proteica. Asimismo, 
estos datos se corresponden con los reportados por Mujica y col (97,98). Por otro 
lado, Ortega y col (100), realizaron el análisis proximal a la harina de tarwi para 
determinar humedad, grasa y proteínas, siendo estos: 9,63; 13,91 y 44,86 %, 
respectivamente. Sin embargo, en cuanto al contenido de grasa, los resultados 
difieren significativamente con los obtenidos en esta investigación posiblemente 
debido a las condiciones climáticas y manejo agronómico del tarwi, o debido al uso 
de etanol como solvente extractor de grasa, en vez de usar solventes de menor 
polaridad como el n-Hexano, entre otros. 
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En el proceso de extracción y precipitación isoeléctrica las proteínas 
principalmente obtenidas son  α, β, γ, y δ conglutinas (119). Asimismo, el 
rendimiento de obtención del aislado proteico fue  28 %, lo cual es ligeramente 
bajo en comparación al aislado obtenido por Simbaña y col (120), 55.52 %, en 
condiciones similares de extracción.  Por otra parte, Rodríguez y col (133), 
encontraron rendimientos 31% a nivel laboratorio y de 28,4 % a nivel planta piloto, 
estos valores son inferiores a los datos obtenidos en ésta investigación, el cual 
evidencia que optimizar los parámetros incrementa significativamente los 
rendimientos. Es posible alcanzar mayores rendimientos, sin embargo se ha 
utilizado equipos de baja capacidad en la que las pérdidas fueron significativos, 
esto podría mejorarse utilizando equipos adecuados, evitando de esta manera el 
número de extracciones. 
 
En la figura 10 las líneas del 1 al 4, correspondientes a los aislados proteicos 
obtenidos, muestran seis bandas las cuales podrían reflejar las proteínas 
mayoritarias presentes en los aislados proteicos de Lupinus mutabilis como las 
globulinas (conglutinas α, β, λ, δ) y albuminas (23–25) 
 
Durante los estudios realizados,  las condiciones de producción de las proteasas 
de Bacillus sp. , influyen en la actividad enzimática. Por ello,  en la sección 4. 5 se 
describe que la alcalasa (enzima purificada) presentó mayor actividad en 
comparación al crudo enzimático de Bacillus sp. Además, diferentes estudios han 
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evidenciado ventajas del uso de la alcalasa por su amplia actividad hidrolítica y 
rangos de sustratos (35). 
 
En la tabla 14, se puede mostrar que las proteínas hidrolizadas de tarwi con 
alcalasa presentan mayor concentración de péptidos solubles en comparación a 
las del crudo enzimático. Sarmadi y col (35), han evidenciado que la alcalasa 
proporciona mayor concentración de péptidos cortos. 
 
Algunas investigaciones, han demostrado que el mayor grado de hidrólisis de 
proteínas se obtienen con alcalasa, que con otras proteasas (73). Esto se debe, a 
que la alcalasa es un producto comercial derivado de B. licheniformis, que 
contiene varias proteinasas cada una con diferentes especificidades, lo cual fue 
confirmado por Doucet y col (81), quienes reportan un patrón electroforético de al 
menos cuatro proteínas diferentes. 
 
La figura 13, muestra 3 bandas formadas en los tres tiempos de reacción (15, 30, 
90 min) de la proteína de tarwi con alcalasa. Resultados semejantes fueron 
obtenidos de otras leguminosas. Así, Torruco y col (113), reportaron 3 bandas de 
bajo peso molecular en los rangos de  21,6 a 30,5 kDa después de la hidrólisis de 
las proteínas de P. lunatus con alcalasa a  tiempos de reacción de 15, 30, 45, 60, 
75 y 90 min. En contraste, el hidrolizado de las proteínas de P. vulgaris presentó 4 
bandas de bajo peso molecular en los rangos de  26,5 a 13,0 kDa solo en los 
tiempos de reacción de 15, 30, 45, 60 y 75 min. 
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Los radicales relativamente estables de DPPH han  sido ampliamente usados para 
probar la capacidad de componentes para actuar como captadores de radicales 
libres o donadores de protones y por lo tanto para evaluar  la actividad 
antioxidante (74). Éstos antioxidantes donan hidrógeno a los radicales libres, 
disminuyen las especies no tóxicas y por tanto la inhibición de la fase de 
propagación de la oxidación de lípidos. Los resultados en las tablas 16 y 17 
muestran que los hidrolizados  liberados por alcalasa fueron más activas (mayor 
porcentaje de inhibición) al decolorar el DPPH en comparación a los hidrolizados 
liberados por el crudo enzimático. Asimismo, cabe destacar que la mayor actividad 
de captación de radicales libres los presentó el  H90EA con una actividad de 10,09 
% a una concentración de 8,3 µg / mL. Sin embargo, éste valor aún es mucho 
menor a nuestro referente, Trolox, el cual a la misma concentración presenta una 
actividad antioxidante del 97,22 %. A la vez, Yanhong Li y col (24), obtuvieron 
mayores porcentajes de inhibición después de analizar hidrolizados de proteínas 
de garbanzo (Cicer arietinum L.), fraccionadas  mediante una columna de filtración 
en gel. Ellos encontraron que  a una concentración de muestra de 1 µg / mL la 
fracción IV y II obtuvieron porcentajes de inhibición de 85,82 a 44,31 %, 
respectivamente. Por otro lado, diferentes estudios indicaron que la actividad 
antioxidante depende de las fuentes de proteínas (26,121).  
 
La capacidad antioxidante obtenida en los hidrolizados proteicos de tarwi  con 
alcalasa y crudo enzimático de Bacillus sp de acuerdo a lo reportado en las tablas 
16 y 17 y figuras 15 y 16, se sustenta con lo reportado por Lampar Szczapa y col 
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(12) quienes mencionan que la proteína de lupino debido a su composición 
aminoacídica  es una fuente potencial de péptidos antioxidantes. 
 
Respecto a la concentración requerida para el 50 % de inhibición del radical libre 
DPPH (IC50), se observa que el hidrolizado H90EA presenta un valor de IC50 
igual a  41,38 µg / mL más cercano al Trolox (4,47 µg / mL), lo cual demostraría su 
mayor poder antioxidante en comparación al IC50 obtenido en los otros 
hidrolizados. Dado que a menor valor de IC50 mayor es la capacidad antioxidante. 
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6  CONCLUSIONES 
 
1) El contenido de proteínas y lípidos de la harina de tarwi deslupinizadas es 
46,37 y 31,57 % respectivamente. En el proceso de obtención de la harina 
de tarwi y el aislado proteico se obtuvieron 37 y 28 % de rendimiento. 
 
2) Los hidrolizados proteicos de tarwi H90EA y H90CE, obtenidos con alcalasa 
y crudo enzimático de Bacillus sp, presentaron  mayor concentración de 
péptidos solubles de 1383,17  y 663,55 µg/ mL, respectivamente a pH 8 y 
50 °C. 
 
3) Los hidrolizados proteicos H90EA y H90CE presentaron mayor actividad 
antioxidante de 10,09 y 5,58 %, y un menor valor del CI50 de 41,38  y 59,80 
µg / mL, respectivamente. 
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7  RECOMENDACIONES 
 
 Optimizar el sistema de extracción de grasas mediante uso de solventes de 
menor polaridad y/o sistemas más sofisticados como el de extracción de 
disolventes en equipos como  soxhlet. 
 
 Optimizar los rendimientos de extracción de las proteínas de la harina de 
tarwi. 
 
 Optimizar las condiciones de producción de las proteasas de Bacillus sp, 
TJF41. 
 
 Separar las fracciones de los hidrolizados proteicos para determinar la 
fracción responsable de la actividad antioxidante. 
 
 Separar los péptidos de la fracción proteica con actividad antioxidante. 
 
 Determinar la composición aminoacídica de los péptidos obtenidos. 
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9 ANEXOS 
Anexo 1 
Proceso de obtención de la harina de tarwi 
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Anexo  2 
Muestras de harina de tarwi secadas con y sin adición de sulfito de sodio al 
0.01% (p/p). 
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Anexo 3 
Proceso de obtención del aislado proteico de tarwi 
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Anexo  4 
Curva de calibración de BSA mg/mL mediante técnica de 
determinación en Microplaca de Bradford 
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Anexo 5 
Curva de calibración de tirosina 
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Anexo 6 
Curva de calibración de BSA mediante técnica de Lorwry  en 
Microplaca  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
y = 0.1071x + 0.0029 
R² = 0.9999 
0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0 1 2 3 4 5 6 7
A
b
s
o
rb
a
n
c
ia
 a
 5
8
0
 n
m
 
BSA (µg/mL) 
Obtención de péptidos bioactivos de Lupinus mutabilis ("tarwi") mediante proteasas de Bacillus sp. 
 
 
 
Jackelyn Elena Borja Lozano                                             105    UNMSM-Facultad  de 
Farmacia y Bioquímica 
Anexo 7 
Determinación de actividad antioxidante 
 
 
 
 
Los tubos del 1 al 6 contienen muestras  de hidrolizados proteicos de tarwi con 
reacción al DPPH y lo tubos 7 y 8 presentan reacción  negativa al DPPH. 
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Anexo 8 
Análisis de la harina de Lupinus mutabilis 
 
